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第一章 

序論 



1-1 乳酸菌の定義と人類との関わり  
 乳酸菌（lactic acid bacteria: LAB）は、消費したブドウ糖に対し 50%以上の
乳酸を産生する細菌の総称であり、グラム陽性、細胞形態が桿菌もしくは球菌、
カタラーゼ陰性、非胞子形成等の細菌学的特徴に定義される(1)。系統分類学的に
は、LABはグラム陽性低GC含量細菌群である Firmicutes 門（phylum）に含ま
れ、その内、Bacilli 綱（class）Lactobacillales 目（order）に分類される。
Lactobacillales 目は 6 つの科（family）から成り、さらに Lactobacillus、
Leuconostoc、Streptococcus、Ecterococcus、Lactococcus 等を含む 33の
属（genes）に分類される(1)。 
 LAB はヒトと深い関わりを持つ細菌である。はじめに、いくつかの LAB は消
化管や生殖器といったヒトの粘膜に常在する共生細菌である。とくに、最も複雑
な細菌叢を形成する大腸には、内容物 1 g 中に 106 - 108個もの LABが存在する
といわれている(2)。粘膜常在性の LAB は、いわゆる「善玉菌」とみなされてお
り、宿主や他の細菌との相互作用から粘膜恒常性の維持に重要な役割を担ってい
ると考えられている(3, 4)。二つ目に、LAB は古代より発酵食品（ヨーグルトや
チーズ等の発酵乳製品、漬物、発酵ソーセージ、醤油等）や発酵飼料（サイレー
ジ）の製造に用いられ、人類に積極的に利用・摂取されてきた細菌である(1)。LAB
による食飼材の乳酸発酵は、それらの保存性を高める上で有効な手段であり、加
えて、好ましい風味を付加することができる。発酵食品を介した LAB摂取の歴史
は極めて古く、とくに発酵乳は紀元前数千年前より摂取されてきたと考えられて
いる。最後に、特定の LABはプロバイオティクスとして、ヒトや家畜の健康を維
持・増進するためのツールとして利用されている(1)。プロバイオティクス
（probiotics）は、抗生物質（antibiotics）に対をなす造語であり、国際連合食
糧農業機関および世界保健機関により" live microorganisms that, when 
administrated in adequate amounts, confer a health benefit on the host "
と定義されている(5)。LAB はビフィズス菌と並びプロバイオティクスを構成す
る主要な細菌である。これまで、整腸作用や免疫調節作用、抗感染症作用、抗炎
症作用、血圧降下作用、脂質代謝改善作用、アレルギー抑制作用、抗がん作用等、
LAB は極めて多彩なプロバイオティック効果を菌株特異的に発揮することが報
告されてきた(1)。近年の健康志向の高まりに加え、薬剤耐性菌の問題や予防医学
的観点から、プロバイティクスの有効利用が期待されている。歴史的な共生関係
や豊富な食経験から、LABは「地球上で最も安全な細菌」であると言える。実際
に、LAB に含まれる多くの細菌は、アメリカ食品医薬品局の定める Generally 
Recognized As Safe（GRAS）や欧州食品安全機関の定める Qualified 
Presumption of Safety に批准し、その安全性が担保されている。 



1-2 乳酸菌の新しい利用価値：乳酸菌組換え体を用いた疾患の予防・軽減戦略 
 過去 30年、LABにおける遺伝子組換え技術が急速に発展し、産業的に有用な
菌株を育種するための新たな手段としてその応用が検討されてきた(1)。とくに、
有益な異種タンパク質を産生するよう組換えられた乳酸菌組換え体（genetically 
modified LAB: gmLAB）は、それらタンパク質を生体粘膜に運搬するための“運
び屋”として用いるアイディアが提唱され、疾患に対する新たな予防・軽減戦略と
して注目されている(1, 6-9)。 
 
1-2-1 gmLABにおける組換えタンパク質の産生 
 Lactococcus（L.） lactis は、代表的な乳酸球菌であり、古くよりチーズをは
じめとする発酵乳製品の製造に用いられてきた GRAS 細菌である。L. lactis は、
培養が簡単で生育が良いことや生理・遺伝学的によく特徴付けられていることな
ど、遺伝子組換えにおいて有用な性質を保有することから、LABにおける遺伝子
組換えは本菌種をモデルに研究・開発が進められてきた(10-13)。とくに、全ゲノ
ムの解読が初期に完了した L. lactis subsp. lactis IL1403 (14)、L. lactis subsp. 
cremoris MG1363 (15)およびその派生体は、組換え遺伝子の発現宿主として広
く用いられている。また、これらの菌株において、外来遺伝子の導入法が検討さ
れ、グリシン処理等により細胞表層構造が脆弱になったコンピテントセルを用い
る電気穿孔法が簡便で高効率な手法として確立された(16, 17)。一方で、組換え
遺伝子の発現システムは多様な手法が開発され、現在では利用目的に応じて最適
なシステムを選択することが可能である(11, 18, 19)。これらのシステムは、主
にプラスミドDNA（遺伝子発現宿主で機能するレプリケーション遺伝子、抗生物
質耐性遺伝子等のセレクションマーカーおよび組換え遺伝子の発現カセットを含
む）を遺伝子発現ベクターとして用いるが、遺伝子発現カセットを染色体上に組
込む戦略も一部存在する。 
 gm-L. lactis を疾患の予防・軽減戦略として開発する場合、ある程度多量の（生
理的に有意な）組換えタンパク質を必要とするため、高コピー数のプラスミド
DNA（例：L. lactis 由来の pWV01や pSH71、Enterococcus faecalis 由来の
pAM -1 のレプリコンを有する派生体）に強力なプロモーターに制御される遺伝
子発現カセットを有するシステムが利用されてきた(19)。例えば、ナイシン誘導
プロモーターを用いる nisin-controlled gene expression (NICE) system (13)
や pH 誘導型の P1 プロモーター(20-27)を用いるシステムは多くの研究で利用
されてきた。近年、生体内のストレス（温度、胆汁酸、胃酸）で誘導される groESL
オペロンを用いた stress-inducible controlled expression (SICE) systemが
新しいアイディアの遺伝子発現システムとして注目されている(28)。一方で、P21、



P23、P32、P44 および P59 といった恒常発現プロモーターを用いたシステム
も利用されてきた(11)。これらの中でも、NICE systemは、最も頻繁に用いられ
る遺伝子発現システムの一つである(13, 19)。ナイシンは、いくつかの L. lactis
が産生する食品グレードの抗菌性ペプチドである(29, 30)。L. lactis におけるナ
イシンの生合成は、11 の遺伝子から成るナイシン遺伝子クラスタ
（nisABTCIPRKFEG）に制御されており、それらの発現はナイシンにより制御さ
れる(31)。すなわち、NICE systemは L. lactis におけるナイシン生合成の自己
制御機構を利用した誘導型の遺伝子発現システムである(32)。本システムは、
nisAの上流に存在するナイシン誘導型プロモーターPnisAを目的遺伝子の上流に配
置した遺伝子発現ベクターを利用する。これらのベクターを、nisRKオペロン（レ
スポンスレギュレーターである NisR およびヒスチジンキナーゼである NisK を
コードし、二分子制御系として外来のナイシン刺激を nis オペロンに伝達する）
を元来有するもしくは遺伝子工学的に組込んだ宿主に導入する。得られた組換え
株の培養系をナイシンで刺激することで、目的遺伝子の発現が誘導される(13, 
32)。NICE systemは遺伝子発現システムとして多くの利点を有する(13)。例え
ば、本システムは遺伝子の発現を厳密に制御することができる。また、これまで
20年にも及ぶ研究の蓄積から、各種条件（培地の組成や培養条件、ナイシンの添
加濃度や添加のタイミング等）が最適化され、様々な組換えタンパク質を簡便か
つ高効率に産生することが可能になっている。実際に、Mierau et al は、本シス
テムを用いて培養液 1 L あたり 300 mg もの lysostaphin（Staphylococcus 
simulans 由来の抗菌タンパク質）を得ることに成功した(33)。lysostaphin の産
生効率は工業スケール（3,000 L）の培養においても同様であることが示された。
さらに、同システムには豊富な遺伝子発現ツール（宿主や遺伝子発現ベクター）
が存在し、L. lactis のみならず、他の LABにおいても適応可能である。実際に、
いくつかの株の Lactobacillus や Streptococcus、Leuconostoc lactis、
Enterococcus faecalis における適応例が報告されている(13)。 
 他のグラム陽性細菌と同様に、L. lactis を含む LAB はタンパク質の分泌機構
を有している(12)。細胞内で生成したシグナルペプチドを有するタンパク質は、
細胞膜に存在する分泌装置を介して細胞外環境へと放出される。また、分泌され
たタンパク質のうち、細胞膜もしくは細胞壁へのアンカーモチーフを有するもの
は細胞表層に繋留される。従って、gmLAB において生成した組換えタンパク質
は、異なる環境（細胞内、細胞外もしくは細胞表層）に局在化させることが可能
である(11, 12, 34)。組換えタンパク質を細胞外に分泌する場合、シグナルペプ
チド配列を目的遺伝子に融合することで達成される。同様に、細胞表層に繋留す
る場合、シグナルペプチド配列に加えアンカーモチーフ（例：LPXTG、lipobox、



LysM）を融合する必要がある。一方で、これらを含まない組換えタンパク質は細
胞内に蓄積される。組換えタンパク質の局在は、gmLAB の利用目的に応じて選
択される。gm-L. lactis では、シグナルペプチドは L. lactis に内因する Usp45
タンパク質に由来するものが、アンカーモチーフは LPXTG モチーフが多用され
るが、この限りではない。gm-L. lactis では一般に、細胞内への蓄積に比較して
細胞外への分泌の方が組換えタンパク質の収量が高いことが知られている(11, 
12)。実際に、NICE systemにおける Staphylococcus 由来 nuclease の産生量
は、細胞内発現型の gm-L. lactis（3 mg/L）に比較して、細胞外分泌型の gm-L. 
lactis（20 mg/L）においておよそ 6倍に増加した(35)。同様に、ブルセラ症の
原因細菌であるBrucella abortus由来の抗原タンパク質（L7/L12）の産生量も、
分泌により 6倍増加したことが報告されている(36)。L. lactis にはいくつかのタ
ンパク質分解酵素が内因することが知られている(37-40)。これらは、細胞内に 2
種（ClpH、FtsH）、細胞膜に 1種（HtrA）、細胞外に 1種（PrtP）同定されてい
るが、このうち PrtP はプラスミド由来のため(40)、一般的に遺伝子発現宿主と
して用いられる plasmid-cured strain は同酵素を欠損している。これらのタン
パク質分解酵素は、本来変性タンパク質を分解するなどタンパク質の品質管理ネ
ットワークを構成しているが、遺伝子組換え株においては組換えタンパク質の分
解に関与していることが示唆されている(11, 12)。実際に、htrA の欠損株は組換
えタンパク質の産生量が増加することが報告されている(41)。すなわち、分泌を
介した組換えタンパク質の産生量の増加は、これらタンパク質分解酵素からの逃
避によるものと考えられている。 
 L. lactis における遺伝子組換え技術の発展を背景に、他の LABにおいても様々
な遺伝子発現システムの開発が進んできた。とくに、組換えタンパク質の粘膜運
搬システムの開発では、“運び屋”として用いる LAB の生体調節機能が期待され、
Lactobacillus 属における遺伝子発現システムが注目されている。これまで、
Lactobacillus (Lb.) plantarum、Lb. sakei、Lb. casei、Lb. rhamnosus、Lb. 
salivaris、Lb. acidophilus、Lb. heveticus、Lb. paracasei、Lb. jensenii、Lb. 
fermentum、Lb. gasseri、Lb. delbrueckii 等、様々な菌株において遺伝子発現
システムが構築されている(18, 19)。しかし、いずれの菌株においても L. lactis
ほど確立したシステムは存在しない。 
 
1-2-2 粘膜ワクチンの開発 
 消化管や呼吸器、泌尿生殖器といった臓器は、粘膜と呼ばれる薄い膜を介して
外部環境に接している。これらの臓器は、粘膜に触れる雑多な外的要因から、生
体の維持に不可欠な物質（栄養や酸素）を吸収する一方で、病原物質やウイルス、



微生物の侵入を防ぐバリアとしての役割も果たしている。粘膜免疫系は、上述の
ような粘膜の恒常性の維持において極めて重要な役割を担うユニークな生体機構
である(42)。すなわち、免疫グロブリン（Ig）A の分泌を介して病原体の中和・
排除を行うと同時に、生体維持に必要な物質および微生物に対しては積極的に免
疫反応を抑制する（免疫寛容）。従って、粘膜免疫系の調節は感染症やアレルギー
等の予防や治療において効果的であることが考えられ、粘膜免疫系を標的とする
粘膜ワクチンが注目されている(43)。従来の全身免疫系を標的とした注射型ワク
チンは、粘膜免疫系を刺激することはできない。一方、粘膜ワクチンは粘膜免疫
系の調節を介して全身免疫系に影響を及ぼすことが可能である。粘膜ワクチンは、
口や肛門、鼻や膣を介してワクチンを粘膜面に直接作用させる必要がある。しか
し、粘膜環境には、タンパク質を主成分とするワクチンを分解する様々な要因（タ
ンパク質分解酵素や微生物等）が大量に存在し、ワクチンを粘膜免疫系へ効率良
く作用させるための運搬媒体が必要とされていた。このような背景から、gmLAB
を用いた粘膜ワクチンの開発が進められてきた(8, 19)。 
 
1-2-2-1 抗感染症ワクチン 
 抗感染症ワクチンは、gmLAB を用いた疾患の予防・軽減戦略の開発研究のう
ち、最も多くの研究がされてきた分野である(19)。感染症の原因となるウイルス
や細菌、寄生虫の抗原タンパク質を産生する gmLABが数多く構築され、実験動
物を用いた研究においてその有効性が実証されてきた(7, 8, 19, 44)。これまでに
発表された査読付き原著論文は 100報以上存在する。 
 1990年、Iwaki et alはStreptococcus mutansの表層抗原タンパク質（PAc）
を細胞内に産生する gm-L. lactis（当時は Streptococcus lactis と呼ばれてい
た）を構築した(45)。また、同 gm-L. lactis のマウスへの経口投与は、PAc特異
的 IgA（唾液）および IgG（血清）の産生を顕著に誘導することを明らかにした。
本研究は、gmLAB を粘膜ワクチンとして開発した最初の研究である。重要なこ
とに、gmLAB を用いた抗原タンパク質の粘膜デリバリーは、粘膜免疫系（抗原
特異的 IgAの産生）および全身免疫系（抗原特異的 IgGの産生）の両方を刺激で
きることを示した。本研究以来、様々な抗原タンパク質を産生する gmLABが構
築され粘膜ワクチンとしての有用性が検討されてきたが、その多くが抗原特異的
IgAと IgGの産生を誘導することに成功している(9)。 
 1993 年、Wells et al は破傷風毒素の無毒化断片（TTFC）を産生する gm-L. 
lactis を構築した。また、同 gm-L. lactis のマウスへの皮下投与は致死的な毒素
症を予防することを明らかにした。1997年、2報の論文においてTTFC産生 gm-
L. lactis の粘膜投与は致死的な毒素症を予防することを証明し、同 gm-L. lactis



の粘膜ワクチンとしての利用可能性が見出された(46, 47)。以後、ワクチン効率
に影響を及ぼす様々な要因（投与ルート、乳酸菌の種類、組換えタンパク質の産
生量・局在、生菌・死菌の違い、粘膜アジュバント）に関して、同 gmLABをモ
デルに大規模に研究が行われた(25, 46, 48-54)。これら一連の研究は、新しいア
イディアの破傷風ワクチンを開発したのみならず、本戦略を用いた粘膜ワクチン
の開発において検討すべき重要な要因を提起・検証したことから、本研究分野の
創成期において極めて有意義な知見となった。 
 Hanniffy et al は、肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）の抗原タンパク
質を産生する gm-L. lactis の予防的経鼻投与は肺炎球菌の肺感染モデルおよび同
敗血症モデル（いずれもマウス）における生存時間を延長することを示した(55)。
重要なことに、肺感染モデルにおける PspA 産生 gm-L. lactis の有益性は精製
PspA を用いた粘膜ワクチンや注射型ワクチンよりも高かった。この原因は、
PspA 産生 gm-L. lactis の投与において Th1 型の免疫応答が強く惹起ことに起
因することが考察された。Mohamadzadeh et al は、樹状細胞標的化ペプチドを
融合した炭疽菌防御抗原（PA）を産生する gm-Lb. acidophilius の経口投与は炭
疽菌感染モデルにおける致死率を軽減することを示した(56)。また、同予防効果
は PA単体を産生する gm-Lb. acidophilius より強く、精製 PA+水酸化アルミニ
ウムアジュバントの注射ワクチンと同等であることを示した。上述の研究は、世
界規模で問題となる致死的な感染症の新しいワクチンを提案し、gmLAB ワクチ
ンの有効性や優位性を示したことから高く評価されている。この他にも、良く検
証が行われている gmLABワクチンとして、ヒトパピローマウイルス誘導ガンワ
クチン（ごく近年臨床治験が行われ、ポジティブなデータが得られている）(28, 
57-70)、Helicobacter pylori 感染症ワクチン(71-80)、インフルエンザワクチン
(81-97)、エイズワクチン(98-102)、肺炎球菌ワクチン(103-111)等が挙げられ
る。 
 
1-2-2-2 抗アレルギーワクチン 
 アレルギーは、特定の物質（アレルゲン）に対して過剰な免疫応答が惹起され
る疾患の総称で、媒介する免疫応答の違いから 5 つのクラスに分類されている。
とくに、食物アレルギーや喘息、アトピー性皮膚炎に代表される IgE 媒介型の I
型アレルギーは、先進諸国を中心に患者数が増大しており問題視されている
(112-114)。現在に至るまで、アレルギーに対する根本的な予防・治療法は確立
していない。しかし、粘膜免疫系における免疫寛容の機能が明らかになると、同
機能の誘導を目的とした抗アレルギーワクチンの考えが注目されるようになった。
とくに、舌下や腸管の粘膜にアレルゲンを少量ずつ提示することで抗原特異的な



免疫寛容の誘導を目指す減感作療法は、アレルギーの根本治療法として注目され
ている。実際に、食物アレルギー（ピーナッツ、牛乳、鶏卵等）患者を対象とし
た臨床研究において本療法によるアレルギーの根治が報告された(115)。一方、本
療法を用いたいくつかの臨床研究では失敗例も存在し、アナフィラキシーを始め
とする重篤な副作用の問題も指摘されている(116)。実際に、１型糖尿病患者にお
ける経口インスリン療法では有益な治療効果は得られなかった(117)。このよう
な背景から、ワクチンの効率化が強く求められており、gmLAB を用いたアレル
ゲンの粘膜デリバリーが注目されている(118, 119)。 
 2007 年、Huibregtse et al は鶏卵アレルギーの主要アレルゲンである卵白ア
ルブミン（OVA）を分泌する gm-L. lactis を構築し、同 gmLABの抗アレルギー
ワクチンとしての効果を DO11.10 マウス（OVA 特異的 T 細胞受容体を発現す
るトランスジェニックマウス）を用いて検討した(22)。OVA 産生 gm-L. lactis
の予防的な経口投与は、OVAの注射により誘導される遅延型過敏症の症状を軽減
することを示した。また、OVA産生 gm-L. lactis の経口投与は粘膜免疫系およ
び全身免疫系の両方において OVA 特異的な免疫寛容を誘導し、同応答は
CD4+CD25-制御性 T細胞（Treg）および transforming growth factor- に媒
介されることを示した。重要なことに、治療効果を得るために必要な OVA の曝
露量は、従来必要と考えられていた量（5 mg）と比較してOVA産生 gm-L. lactis
処置（0.01 mg）ではおよそ 1/500 だった。実際に、OVA産生 gm-L. lactis は
精製OVA（1 mg）の経口投与よりも遅延型過敏症の症状を著しく軽減すること
が示された。すなわち、gmLAB を用いたアレルゲンの経口デリバリーは、従来
の精製タンパク質を用いた手法と比較して少量のアレルゲン曝露で高いワクチン
効果を得られることから、安全で効率的な戦略であることが示唆された。以来、
抗原特異的免疫寛容の誘導を目的にアレルゲンおよび/もしくはサイトカインを
産生する gmLAB（主に L. lactis）が構築され、牛乳アレルギー(120)、鶏卵アレ
ルギー(121)、ダニアレルギー(122)、セリアック病(21)、1型糖尿病(23, 26, 123, 
124)、多発性硬化症(125)のモデルマウスを用いた研究においてその予防・軽減
効果が実証されている。 
 I 型アレルギーはアレルゲン特異的 IgE に媒介される過剰な免疫応答に特徴付
けられるが、IgE の産生誘導には Th2と呼ばれるヘルパーT細胞サブセットが重
要な役割を担っている。一方で、Th2は Th1と拮抗関係にあり、アレルゲン特異
的なTh1型免疫応答の誘導は I型アレルギーの症状を軽減することが知られてい
る。いくつかの LAB は Th1 型免疫応答を誘導することが知られており、アレル
ゲンを産生するgmLABは同反応を効率良く誘導するための手段として期待され
ている(118)。実際に、Adel-Patient et al は -ラクトグロブリン（BLG, 牛乳ア



レルゲン）を産生する gm-L. lactis のマウスへの経口投与は、BLG 特異的 Th1
免疫応答の誘導に伴い、BLG 特異的 IgE の産生を抑制することを明らかにした
(126)。Cortes-Perez et al は、BLG産生 gm-L. lactis のマウスへの経鼻投与は
脾臓におけるインターフェロン（IFN）- （代表的な Th1 サイトカイン）の産生
を増強し、呼吸器局所における Th2免疫応答（IL-5 産生および好中球浸潤）を抑
制することを示した(127)。さらに、IL-12（代表的な Th1 サイトカイン）産生
gm-L. lactis との共投与は Th1免疫応答を増強することを明らかにした。Daniel 
et al は、Bet v 1（カバノキ花粉中のアレルゲン）を分泌する gm-L. lactis およ
び gm-Lb. plantarumのマウスへの経鼻投与は、Th1免疫応答を誘導することで
同アレルゲンへの感作を軽減することを示した(128)。近年では、Ara h 2（ピー
ナッツアレルゲン）を産生する gm-L. lactis が構築され、同 gmLABの経口投与
は粗ピーナッツ抽出物感作マウスにおける特異的 Th1 免疫応答（IgG2a および
IFN- ）を誘導し、特異的 Th2 免疫応答（IgE および IL-4）を抑制することを明
らかにされた(129)。上述以外にも、牛乳アレルゲン（BLG (130-132)、 S1-カゼ
イン(133)）、ソバアレルゲン（Fagag1 (134)）、イエチリダニアレルゲン（Der 
p 1 (135, 136)、Der p 5 (137)）、スギ花粉アレルゲン（Cry j 1 (138)）カバノ
キ花粉アレルゲン（Bet v 1 (139)）を産生する gmLABが構築され、それらの抗
アレルギー効果が検討されている。 
 
1-2-3 その他疾患への適応 
 gmLAB を用いた抗炎症タンパク質の腸管送達は、炎症性腸疾患
（inflammatory bowel diseases: IBD）に対する有効な予防・軽減法として注目
されている(140, 141)。詳細は第二章で述べる。 
 病原体に対する中和抗体フラグメントを産生する gmLABは感染症予防・軽減
における利用が期待されている。Beninati et al は、Candida albicans（カンシ
ダ症の原因細菌）に対する single-chain variable fragment（scFv）抗体を産生
するStreptococcus gordonii を作出し、同 gmLABを用いてラットにおける実
験的膣炎を治療することに成功した(142)。Kruger et al は、Streptococcus 
mutants に対する scFv 抗体を細胞壁に繋留する Lb. zeae を構築し、同 gmLAB
の経口投与はラットにおけるう蝕を予防することを示した(143)。Pant et al は、
ロタウイルスに対する中和抗体（heavy-chain antibody fragments）を産生す
る Lb. paracasei の経口投与は、マウスにおけるロタウイルス下痢症を予防する
ことを示した(144)。Andersen et al は、炭疽菌毒素の中和 scFv 抗体を細胞壁
に繋留する Lb. paracasei は、マウス腸管において同毒素を中和することを示し
た(145)。Hoang et al は、抗ウイルス活性を有する scFv 抗体（3D8 scFv）を



細胞壁に繋留する Lb. paracasei を構築し、同 gmLABのマウスへの経口投与は
ノロウイルスの感染を予防することを明らかにした(146)。この他にも、ヒト免疫
不全ウイルスの感染予防に有益な scFv 抗体を産生する gmLAB が報告されてい
る(147, 148)。 
 上述以外にも、肥満・過食の抑制(149)、ヒト免疫不全ウイルスの感染予防(150-
153)、鉛中毒の予防(154)、2型糖尿病の軽減(155, 156)、家畜の成長促進(157-
162)等において gmLABを利用するアイディアが提唱されている。 
 
1-2-4 研究・開発の動向 
 本研究分野は、LAB における遺伝子組換え技術の発展を背景にすることから、
それらの研究が盛んに行われていた欧州を中心に研究が進められてきた。とくに、
1990 ~ 2000 年代初頭における創成期には、主にイギリスやフランス、オラン
ダ、ベルギーの研究グループが gmLABを疾患の予防や治療に用いるアイディア
を提唱した。以来、本分野はこれらの研究グループが牽引する形となったが、現
在では南米や北米、中国の研究グループからも様々なアイディアが報告され、急
速に伸展している。現時点では、遺伝子組換え生物に対する法的・倫理的規制が
あるため、gmLAB の疾患予防・軽減効果の検証は主に齧歯類を用いた研究にと
どまっている。しかし、近年では、gmLAB の生物学的封じ込めや安全性等に関
する技術の開発や知見の蓄積が進んでおり、家畜やサル、ヒトにおける臨床研究
の報告もいくつか存在する（第五章参照）。従って、本戦略は未だ多くの問題を抱
えているものの、これらの報告が存在することはその有用性が認知され始めてい
る証拠であり、実用化に向けた本格的な取り組みも考えられる段階に差し掛かっ
てきている。 
 予想外にも、「gmLABを有益タンパク質の粘膜運搬媒体として用いるアイディ
ア」を世界に先駆けて提唱・実証したのは我が国の研究グループである。1990年、
国立予防衛生研究所（現国立感染症研究所）のグループは、う蝕病原菌の抗原タ
ンパク質を産生する gm-L. lactis の経口投与はマウスにおいて抗原特異的な粘膜
および全身免疫応答を惹起することを Infection and Immunity 誌に発表した
(45)。また、2003年にCodex で「生きた組換え微生物の食品への利用に関する
ガイドライン」が承認されると、2008年にわが国では「遺伝子組換え食品(微生
物)の安全性評価基準」を制定し、遺伝子組換え微生物を食品へ応用するための基
盤を世界に先駆けて整備した。しかしながら、本分野の研究は我が国においてほ
とんど行われていないのが現状である。これまで我が国において関連研究を行っ
たグループは数グループにとどまり、発表された査読付き原著論文数も少ない。
この現状は、我が国の遺伝子組換え技術に対する否定的感情の根深さが大きな要



因になっていることは否定できない。しかし、世界的には「本戦略は難治性疾患
を含む様々な疾患の新しい予防・治療法として有益」と考える見方が日々高まっ
ており、我が国の現状とは大きな隔たりがあると言わざるを得ない。 
 
1-3 研究の目的 
 私は、gmLAB を我が国において安心・安全に利用するための基盤が必要であ
り、そのための基礎的知見の蓄積が必要であると考える。そこで本研究は、"我が
国発"の gmLABの構築に取り組み、疾患の予防や軽減に向けた有用性を検討する
ことを目的とした。具体的には以下の研究を遂行した。 
1. ヘムオキシゲナーゼ-1 を分泌する gm-L. lactis を構築し、大腸炎モデルマウ
スにおける抗炎症効果を検討した（第二章）。 
2. インターロイキン-6 特異的抗体を分泌する gm-L. lactis を構築し、組換えタ
ンパク質の免疫活性を検討した（第三章）。 
3. ウシ ラクトグロブリンを分泌する gm-L. lactis を構築し、組換えタンパク
質の生理活性を検討した（第四章）。 
  



第二章 

ヘムオキシゲナーゼ-1 を分泌する Lactococcus lactis 

組換え体のマウス大腸炎軽減効果の検討 



2-1 緒言 
 炎 症 性 腸 疾 患（ inflammatory bowel diseases: IBD ） は 、 消 化管
（gastrointestinal tract: GIT）において発症する間欠的な慢性炎症疾患であり、
その病態から主に潰瘍性大腸炎（ulcerative colitis: UC）とクローン病（Crohn's 
disease: CD）に分けられる。近年、欧米諸国を中心とする先進諸国において IBD
の発症率や有患率が著しく増大しており、公衆衛生上、世界的な問題になりつつ
ある(163)。我が国における IBD 有患率は、欧米諸国と比較すると低率であるも
のの、近年、UCおよびCD共に爆発的に増大している（公益財団法人 難病医学
研 究 財 団 / 難 病 情 報 セ ン タ ー ： http://www.nanbyou.or.jp/entry/62, 
http://www.nanbyou.or.jp/entry/81）。IBD患者は、GIT における炎症性の障害
から腹部の痙攣や痛み、下痢、便秘、嘔吐等の症状に長期間悩まされ、同時に発
熱、食欲減退、体重減少等の症状も現れることから、生活の質（quality of life）
を著しく損なうことになる(164)。現在のところ、IBDの正確な病因は明らかにな
っていない。しかし、これまでの研究は、遺伝、環境および微生物と言った多要
因の複合が IBDの発症に関与していることを示唆している(165)。 
 現在、UC および CD 共に、有効な治療法はなく、予防法も存在しない。従っ
て、疾患の寛解を導入もしくは維持するための対症療法（食事療法：経腸栄養療
法または完全静脈栄養、薬物療法：後述の薬剤の注射、外科療法：手術）が一般
的である。とくに、IBD における炎症は腸内環境の著しい変化（腸内細菌叢の量
および組成、代謝の変化、上皮バリア機能の崩壊）に伴う免疫応答の調節不全に
特徴付けられる(165)ことから、薬物療法では抗炎症薬（アミノサリチル酸、副腎
皮質ステロイド）や免疫抑制薬（チオプリン、カルシニュリン阻害薬、メトトレ
キサート、抗 tumor necrosis factor（TNF）製剤）が用いられる(164)。しか
し、これらの薬剤を用いた全身療法は、特定の患者では十分な治療効果が得られ
ないこと、重篤な副作用を引き起こす可能性があること、および/もしくは治療費
が高額であることなど、重大な問題が存在する(164, 166, 167)。 
 上述の予防・治療学的背景から、IBD の新規予防・軽減戦略の一つとして、乳
酸菌組換え体（genetically modified lactic acid bacteria: gmLAB）を用いた
抗炎症タンパク質の経口デリバリーシステムが注目されている。すなわち、
gmLABの経口投与は、１）予防・治療分子を腸管局所に作用させることができ、
従来の注射による全身療法に比較して有効性が高く医療ミスおよび副作用のリス
クが低いこと、２）精製薬と比較して安価であることが期待されている(7, 8, 141)。
実際に、これまで様々な抗炎症タンパク質を産生・分泌するgmLABが構築され、
それらの経口投与による抗炎症効果が IBD モデル動物を用いた in vivo 試験にお
いて証明されてきた（Table 2-1）。例えば、Steidler et al はインターロイキン



（IL）-10 を分泌する Lactococcus（L.）lactis subsp. cremoris MG1363
（MG1363）組換え体を構築し、同 gmLAB の経口投与は IBD モデルマウスに
おける大腸炎の発症および進行を劇的に軽減することを示した(24)。Del 
Carmen et al は、抗酸化酵素（catalase もしくは superoxide dismutase）を
分泌する Streptococcus salivarius subsp. thermophilus CRL807 組換え体の
経口投与はマウスにおける急性大腸炎を軽減することを示した(168)。加えて、
LL-Thy12（生物学的封じ込め戦略を講じた IL-10 分泌MG1363 (169)）を用い
た Phase 1 臨床治験では、CD患者における同 gmLABの安全性、生物学的封じ
込めおよび有意な治療効果が確認された(170)。しかし、続く Phase 2a 臨床治
験では、LL-Thy12 処置群とプラセボ処置群の間の治療効果に統計学的に有意な
治療効果は観察されなかった（ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00729872）。
すなわち、同戦略は更なる有効性の改善が求められている。 
 ヘムオキシゲナーゼ（HO）-1 は、生体内においてヘムの分解を触媒する律速
酵素であり、炎症や酸化といった種々のストレス刺激により発現が誘導される
(171, 172)。生体内にいて、HO-1 は酸素分子と還元型ニコチンアミドアデニン
ジヌクレオチドリン酸（NADPH）-シトクロム P450還元酵素により供給される
電子を用いてヘム分子を段階的に分解し、ビリベルジン、遊離鉄および一酸化炭
素（CO）を生成する(172)（Fig. 2-1）。生成したヘム分解産物は、それぞれ異な
る機序を介して抗炎症・抗酸化・免疫調節作用等を発揮する(171)。すなわち、HO-
1 は炎症や酸化等の障害に対する生体防御において重要な役割を担っていると考
えられている。 
 HO-1は、IBDモデル動物において保護効果を発揮することが報告されている。
実際に、内因性HO-1 の誘導剤やヘム分解産物（CO、ビリベルジン）の投与は、
実験的大腸炎を軽減することが報告されている(173, 174)。反対に、HO-1 阻害
剤の投与は、大腸炎症状を悪化させることが報告された(175, 176)。HO-1 は様々
な機序（免疫応答の調節、抗酸化、抗アポトーシス、細菌排除の促進等）を介し
て抗炎症効果を媒介することが示されている(177-188)。例えば、Zhang et al
は、hemin（HO-1 誘導剤）の腹腔内投与（i.p.）は、HO-1 の活性化を誘導し、
マウスにおける実験的大腸炎の症状を軽減することを示した(187)。同研究は、
HO-1 が媒介する免疫調節作用を示した。Berberat et al は、HO-1 誘導剤であ
る cobalt protoporphyrin の i.p.はマウス大腸炎を軽減することを示した(177)。
また、同様の大腸炎軽減効果はビリベルジンの i.p.においても得られた。Hegazi 
et al は、マウスへのCOの暴露は、HO-1 経路の活性化に依存して、大腸炎症状
を軽減することを示した(180)。以上の事実から、HO-1 は IBD の予防・治療標
的分子として注目されている。 



 本研究は、gmLAB を用いて HO-1 を腸管局所に作用させることができれば、
IBD を効率的かつ安全に予防・軽減できるのではないかと仮説を立てた。そこで
本研究では、マウス（m）HO-1 を分泌する gm-L. lactis（NZ-HO）を構築し、
同gmLABの抗炎症効果をIBDモデルとして有用なデキストラン硫酸ナトリウム
（DSS）誘導急性大腸炎マウスを用いて検討することを目的とした。 
  



 
 
Fig. 2-1 Enzymatic reaction of HO-1. HO-1 catalyzes the heme degradation using 
molecular oxygen and electrons provided by NADPH-cytochrome P450 reductase, and 
leads to generation of biliberdin, carbon monoxide, and ferrous iron as final products. 
 



Table 2-1 Pre-clinical evidences showing beneficial effects of gm-LAB in treatment of GIT inflammation (141). 

 

LAB 
Recombinant 

Protein 

Disease 

model 
Outcome Efficacy 

Potential 

mechanisms 
Ref. 

Lactococcus lactis 

MG1363 
Anti-TNF 

Nanobody 

mDCC, 

mIL-10-/- 

Reduction in HS, and IM 

(MPO) 

CC = VC < MG1363-IL-10 

= Object (mDCA) 

CC = Oral/Systemic 

anti-TNF Nanobody = 

VC = MG1363-IL-10 < 

Object (mIL-10-/-) 

Neutralization of TNF (27) 

MG1363 

/NZ9000 
IL-10 

mDAC, 

mTAC, 

mIL-10-/- 

Reduction in MS, HS, and IM 

(MPO, Cox-2, SAA) 

Modulation of P/AICy 

CC = WT/VC < Objects Immunomodulation 

(24, 

189-

192) 

MG1363 IL-27 
mTTC, 

mDAC 

Reduction in Mo, MS, and HS 

Modulation of P/AICy, and PTc 

CC = Systemic IL-27 = 

VC < Object 

MG1363-IL-10 < Object 

Immunomodulation (20) 

MG1363 LcrV 
mDAC, 

mTAC 

Reduction in MS, HS, CS, and 

IM (MPO, PICy, Cox-2, SAA) 

CC = WT < MG1363-IL-

10 = Object 
Immunomodulation (190) 

MG1363 MAM mDNAC 
Reduction in MS, and IM 

(PICy) 
VC < Object Immunomodulation (193) 



MG1363 TSLP mDAC 

Reduction in MS, HS, and IM 

(PICy) 

Increase in Treg 

WT < Object Immunomodulation (194) 

MG1363 TTFs 
mDAC, 

mIL-10-/- 

Reduction in Mo, MS, HS, and 

IM (MPO) 

Induction of Ptgs2 expression 

CC = Oral/Rectal TTF = 

VC = MG1363-IL-10 < 

Objects 

Promotion of wound 

healing in intestinal 

mucosa 

(195) 

NCDO 2118 15-LOX-1 mTAC Reduction in MS, HS, LMT CC ≤ WT ≤ Object 
Reduction in oxidative 

stress 
(196) 

NZ3900 Cathelicidin mDAC 

Reduction in MS, HS, CS, Ap, 

FMP, and IM (MPO, PICy, 

MDA) 

CC = VC ≤ SASP ≤ 

Object 

Promotion of wound 

healing in intestinal 

mucosa 

(197, 

198) 

NZ9000 Elafin/SLPI 

mDAC, 

mDCC, 

mTTC, 

hIEC 

Reduction in MS, HS, CT, IIP, 

and IM (PL, MPO, PICy, PIL) 

CC ≤ WT < L. lactis IL-

10/TGF-β < Objects 

Reduction in 

elastolytic activity 

(189, 

199) 

NZ9000 IGF-I mDAC 

Reduction in HS, CS, and IM 

(MPO, DAO) 

Increase in occludin 

CC ≤ VC ≤ Object 

Improvement of 

intestinal barrier 

function 

(200) 

NZ9800 SOD rTAC 
Reduction in MS, HS, and IM 

(MPO, NT) 
CC < WT = Object 

Reduction in oxidative 

stress 
(201) 

       



Lactobacillus 

casei BL23 Cat/SOD 
mDAC, 

mTAC 

Reduction in MS, HS, and LMT 

Modulation of P/AICy 
CC ≤ WT/VC < Objects 

Reduction in oxidative 

stress 

Immunomodulation 

(202-

204) 

casei BLS α-MSH mDAC 

Reduction in Mo, MS, HS, CS, 

and IM (MPO, NF-κB) 

Modulation of P/AICy 

CC ≤ WT < Object Immunomodulation (205) 

casei CECT 

5276 
IL-10 mDAC 

Reduction in MS, HS, CS, and 

IM (NF-κB) 

Modulation of P/AICy 

5-ASA  

≤ WT + 5-ASA  

< Object + 5-ASA 

Immunomodulation (206) 

fermentum 
I5007 

Cat mDAC 

Reduction in HS, IM (NF-κB, 

MPO, LP) 

Increase in Lb and Bi in colon 

CC = VC < VE = Object 
Reduction in oxidative 

stress 
(207) 

fermentum 
I5007 

SOD mTAC 
Reduction in MS, HS, IM (NF-

κB, MPO, LP) 
CC ≤ WT ≤ Object 

Reduction in oxidative 

stress 
(208) 

gasseri NCK 

334 
SOD mIL-10-/- 

Reduction in HS, IM (MPO, 

Cox-2) 

Modulation of Ao 

CC ≤ VC ≤ Object 
Reduction in oxidative 

stress 
(209) 

plantarum 
NCIMB 

8826 Int-1 
SOD rTAC 

Reduction in MS, HS, and IM 

(MPO, NT) 
CC = WT < Object 

Reduction in oxidative 

stress 
(201) 



Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

CRL807 Cat/SOD mTAC 

Reduction in Mo, MS, HS, and 

LMT 

Modulation of CPIc 

CC < WT < Objects 

Reduction in oxidative 

stress 

Immunomodulation 

(168) 

Ref.: references, MG1363/NZ3900/NZ9000/NZ9800: Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363/NZ3900/NZ9000/NZ9800, NCDO 2118: 

Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2118, TNF: tumor necrosis factor, IL-10: interleukin 10, IL-27: interleukin 27, LcrV: low calcium response 

V antigen from Yersinia pseudotuberculosis, MAM: anti-inflammatory protein from Faecalibacterium prausnitzii, TSLP: thymic stromal 

lymphopoietin, TTFs: trefoil factors, 15-LOX-1: 15-lipoxygenase-1, SLPI: secretory leukocyte protease inhibitor, IGF-I: insulin-like growth 

factor I, SOD: superoxide dismutase, Cat: catalase, α-MSH: α-melanocyte-stimulating hormone, AvCys: cystatin from Acanthocheilonema 
viteae, mDCC: murine dextran sulfate sodium-induced chronic colitis, mIL-10-/-: spontaneous colitis in IL-10 deficient mice, m/rDAC: 

murine/rat dextran sulfate sodium-induced acute colitis, m/rTAC: murine/rat 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid-induced acute colitis, 

mTTC: murine T-cell transfer-induced enterocolitis, mDNAC: murine-dinitrobenzene sulfonic acid-induced acute colitis, hIEC, human 

intestinal epithelial cells, HS: histological symptoms, IM: mediators of inflammation, MPO: myeloperoxidase activity, MS: macroscopic 

symptoms, Cox-2: cyclooxygenase-2 activity, SAA: serum amyloid A, P/AICy: pro-/anti-inflammatory cytokines, Mo: mortality, PTc: 

phenotypes of T-cell, CS: colon shortening, PICy: pro-inflammatory cytokines, Treg: regulatory T-cell, Ptgs2: prostaglandin-endoperoxide 

synthase 2, LMT: liver microbial translocation, Ap: apoptosis in colonic tissues, FMP: fecal microbiota populations, MDA: malonaldehyde 

activity, CT: colon thickening, IIP: intestinal epithelial permeability, PL: proteolytic activity, PIL: pro-inflammatory leukocytes, DAO: diamine 

oxidase activity, NT: nitrotyrosine, NF-κB: nuclear factor-κB, LP: lipid peroxidation, Lb: Lactobacilli, Bi: Bifidobacteria, Ao: antioxidants, 

CPIc: cytokine phenotypes of immune cells, CC: colitis control, VC: vector control, MG1363-IL-10: IL-10-secreting MG1363, WT: wild-type 

strain, SASP: sulfasalazine, NZ9000-IL-10/TGF-β: IL-10- or TGF-β-secreting NZ9000, 5-ASA: 5-aminosalicylate, VE: vitamin E 



2-2 材料と方法 
 
2-2-1 倫理的承認 
 全ての遺伝子組換え実験は、「信州大学遺伝子組換え実験等安全管理規程」に則
り、機関長の承認を受けて法令・指針等の申請に基づいた制限環境下にて行った
（承認番号：13-005）。全ての動物実験は、「信州大学動物実験等実施規程」に則
り、機関長の承認を受けて法令・指針等の申請に基づいた制限環境下にて実施し
た（承認番号：260061）。 
 
2-2-2 菌株と培養条件 
 組換え遺伝子の発現宿主は L. lactis subsp. cremoris NZ9000（NZ9000; VS-
ELS09000-01, MoBiTec GmbH, Goettingen, Germany）を用いた。NZ9000
は 0.5% glucose（16805-35, Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan）を含む
M17培地（218561, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA）
（GM17）で培養した。必要に応じて、GM17に chloramphenicol（08027-14, 
Nacalai Tesque, Inc.）（10 μg/mL）を添加した（GM17cm）。Escherichia（E.）
coli JM109（9052, TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan）およびMC1061（VS-
ELS10610-01, MoBiTec GmbH）は、Luria-Bertani（LB）培地（1.10285.055, 
Merck KGaA, Darmstadt, Germany）で培養した。必要に応じて、LB培地に
chloramphenicol（25 μg/mL）（LBcm）もしくは ampicillin（02739-74, Nacalai 
Tesque, Inc.）（50 μg/mL）（LBamp）を添加した。寒天培地は、液体培地に
1.5%(w/v)の寒天（01162-15, Nacalai Tesque, Inc.）を添加し作成した。 
 
2-2-3 プライマー 
 すべてのプライマー（Table 2-2）はEurofins Genomics K.K.（Tokyo, Japan）
に合成を委託した。 
 
2-2-4 遺伝子発現ベクターの構築 
 一般的な遺伝子工学技術は過去の知見に従った(210)。 
 mHO-1 をコードする遺伝子（accession number: NM 010442.2）は L. lactis 
subsp. cremoris MG1363 のコドン使用頻度に最適化し、合成した（Fig. 2-2）。
遺伝子合成は Eurofins Genomics K.K.に委託し、合成遺伝子はプラスミド（pEX-
A）を用いてクローニングした。納品されたプラスミドは E. coli JM109 を用い
て増幅し、以後の実験に用いた。 
 遺伝子発現ベクターは、乳酸菌用プラスミド（pNZ8148#2:SEC (211), Fig. 2-



3）を用いた。合成遺伝子および pNZ8148#2:SEC は制限酵素（KpnI: 1068A, 
XbaI: 1093A, TaKaRa Bio Inc.）を用いて切断した（Table 2-3）。目的断片は
1% agarose（346-07831, Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）ゲル
を用いた電気泳動にて確認後、FastGene Gel/PCR Extraction Kit（FG-91202, 
NIPPON Genetics Co.Ltd, Tokyo, Japan）を用いて精製した。精製DNA断片
は T4 DNA Ligase（M180A, Promega Corporation, Madison, WI, USA）を
用いてライゲーション（Table 2-4）し、E. coli MC1061 へ導入した。LBcm寒
天培地上に得られたコロニーはプライマー（Table 2-2, pNZ F3126/pNZ R340）
を用いたコロニーPCR（Table 2-5）で解析した。コロニーを LBcm液体培地に
釣菌し、16 - 20 hr 振盪（220 rpm）培養後、FastGene Plasmid Mini Kit（FG-
90402, NIPPON Genetics Co.Ltd）を用いてプラスミドを抽出した。精製プラ
スミドはプライマー（Table 2-2, pNZ F3126, pNZ R340）を用いてシーケンス
解析（Eurofins Genomics K.K.に委託）に供した。結果は遺伝子解析ソフト
（GENETYX-MAC Ver. 18.0.3, GENETYX, Tokyo, Japan）を用いて解析した。
挿入遺伝子に変異・欠損のないことを確認し pNZ8148#2:SEC-mHO-1（Fig. 2-
3）の構築に成功した。 
 
2-2-5 gmNZ9000 の構築 
 NZ9000 のコンピテントセルは MoBiTec GmbH の説明書通りに調製した。
pNZ8148#2:SECおよび pNZ8148#2:SEC-mHO-1 は、それぞれ電気穿孔法を
用いてNZ9000 に導入した。すなわち、氷冷した 0.1 cmギャップエレクトロポ
レーションキュベット（1652089, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
USA）にコンピテントセル懸濁液（40 μL）およびプラスミド（100 - 500 ng）
を加え、Gene Pulser Xcell（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用いてパルス（2,000 
V, 25 μF, 200 ）した。キュベットに 500 μL の氷冷GM17 SOC液体培地（20 
mM magnesium chloride（20935-05, Nacalai Tesque, Inc.）、2 mM calcium 
chloride（06730-15, Nacalai Tesque, Inc.）を含むGM17）を加え、氷上に 5 
min 放置した。30℃で 2 hr 静置培養後、GM17cm寒天培地に播き、さらに一晩
培養した。得られたコロニーは GM17cm 液体培地に釣菌し、一晩培養後、終濃
度が 20%(v/v)になるようグリセロール（09886-05, Nacalai Tesque, Inc.）を
添加し、-80℃で保存した。 
 
2-2-6 組換え遺伝子の発現誘導 
 組換え遺伝子の発現誘導は、2 mL系および 50 mL系で行った。30℃に温め
た GM17cm 液体培地に gmNZ9000 の一晩培養液を 5%(v/v)接種し、OD600 = 



0.4 になるまで静置培養した。nisin（VS-ELK01000-02, MoBiTec GmbH）を
終濃度 1.25 ng/mLになるように培養液に加え、さらに 3 - 4 hr 静置培養した。
培養終了後、OD600を測定した。 
 
2-2-7 細胞抽出液および培養液上清画分の調製 
 
2-2-7-1 ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-
PAGE）/ウエスタンブロッティング用 
 2-2-6 の通り、2 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（8,000 × g, 
4℃, 5 min）により細胞ペレットと培養液上清を分離した。細胞ペレットは 1 mL
の TES（Table 2-6）に懸濁し、遠心（8,000 × g, 4℃, 5 min）することで洗浄
した。得られた細胞ペレットは 70 μL/OD600 = 1 の TES-L（5 mg/mL lysozyme 
chloride（20841-54, Nacalai Tesque, Inc.）および protease inhibitor cocktail
（11836153001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を含む
TES）に再懸濁し、時々ノックをしながら 37℃, 30 min 放置した。放置後、30 
μL/OD600 = 1 の 20%(w/v) sodium dodecyl sulfate（L3771, Sigma-Aldrich 
Co. LLC., St. Louis, MO, USA）を添加し、さらに 100 μL/OD600 = 1 の 2× 
Laemmli sample buffer（196-11022, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka, Japan）を加えた。溶液を 95℃で 5 min 加温し、SDS化した。培養液
上清を 1,500 μL 回収し、氷冷した 100%(w/v) trichloroacetic acid（T4885, 
Sigma-Aldrich Co. LLC.）を 300 μL 加えよく混和した。氷上に 3 hr 放置し、
遠心（20,600 × g, 4℃, 15 min）により沈殿物を回収した。沈殿物を 400 μL
の acetone（00310-95, Nacalai Tesque, Inc.）に懸濁し、遠心（20,600 × g, 
4℃, 15 min）することで洗浄した。洗浄は他に 2回繰り返した。得られた沈殿
物を 50℃で完全に乾燥し、60 μL/OD600 = 1 の TE（sucrose を含まない TES）
に溶解した。等量の 2× Laemmli sample buffer を加え、室温で一晩放置する
ことでSDS化した。 
 
2-2-7-2 酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）用 
 2-2-6 の通り、2 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（8,000 × g, 
4℃, 5 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 1 mL の
phosphate-buffered saline（PBS, Table 2-7）に懸濁し、遠心（8,000 × g, 
4℃, 5 min）することで洗浄した。得られた細胞ペレットは 200 μL/OD600 = 1
の protease inhibitor cocktail を含む PBSに再懸濁した。懸濁液を 0.2 φmm
ガラスビーズ（BZ-02, AS ONE Corporation, Osaka, Japan）の入った 2 mL



スクリューキャップ付きチューブに移し、ビーズビーター（ビーズクラッシャー
μT-12, TAITEC Corporation, Saitama, Japan）を用いて菌体を破砕した
（3,200 rpm, 1 min × 3）。遠心（20,600 × g, 4℃, 15 min）により可溶性画
分を回収し、菌体抽出液を得た。 
 
2-2-7-3 生理活性試験用 
 2-2-6 の通り、50 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（3,000 × g, 
4℃, 20 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 10 mLの 50 mM 
potassium phosphate（28721-55, Nacalai Tesque, Inc.）buffer（pH 7.4, 
KPi buffer）に懸濁し、遠心（3,000 × g, 4℃, 20 min）することで洗浄した。
洗浄は他に 1回繰り返した。得られた細胞ペレットは 650 μL/OD600 = 1 の KPi 
buffer に再懸濁した。2-2-7-2 と同様にビーズビーターを用いて菌体を破砕し、
菌体抽出液を得た。 
 
2-2-8 SDS-PAGE/ウエスタンブロッティング 
 2-2-7-1 で得たサンプル（細胞画分：10 μL/well, 培養液上清画分：30 μL/well）
は、10%(v/v)ポリアクリルアミドゲル（Table 2-8）を用いた SDS-PAGE に供
した。SDS-PAGEには Running buffer（Table 2-9）を用い、定電流下（10 mA）
でサンプルを濃縮後、定電圧下（200 V）でおよそ 50 min 泳動した。泳動終了
後、一部のゲルをCoomassie Brilliant Blue R250（00352, Polyscience, Inc., 
Warrington, PA, USA）を用いて染色し、バンドを観察した。他方で、未染色の
ゲルを用いて展開したバンドを PVDF 膜（10600029, GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK）に転写した。転写には Transfer buffer（Table 2-10）
を用い、定電圧下（100 V）で 1 hr 通電した。転写終了後、膜を 5%(w/v) skim 
milk（MORINAGA MILK INDUSTRY Co., LTD., Tokyo, Japan）を含む 0.05% 
(v/v) Tween20（35624-15, Nacalai Tesque, Inc.）含 tris-buffered saline
（TBS-T, Table 2-11）に室温で 1 hr 浸すことでブロッキングした。適量の TBS-
T を用いて膜を 3回洗浄し、mouse anti-His-tag antibody（1/1000）（652501, 
BioLegend, San Diego, CA, USA）もしくは rabbit anti-HO-1 antibody
（1/1000）（SAB2101053, Sigma-Aldrich Co. LLC.）を含む TBS-T に 4℃で
一晩浸した。適量の TBS-T を用いて膜を 3回洗浄し、horseradish peroxidase
（HRP）-conjugated goat anti-mouse IgG antibody（1/5000）（A4416, 
Sigma-Aldrich Co. LLC.）もしくは HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG 
antibody（1/5000）（A0545, Sigma-Aldrich Co. LLC.）を含む TBS-T に室温
で 1 hr 浸した。発色基質は ECL Prime Western Blotting Detection Reagent



（RPN2232, GE Healthcare）を用い、バンドは ImageQuant LAS 4000 mini
（GE Healthcare）を用いて検出した。 
 
2-2-9 rmHO-1 の定量 
 2-2-7-2 で得た細胞抽出液に含まれる mHO-1 は、市販の ELISA キット
（ab204524, Abcam, Cambridge, UK）を用いて定量した。細胞抽出液は独立
した 6回の実験より調製した。実験手順は説明書に従った。 
 
2-2-10 rmHO-1 の生理活性試験 
 本試験は、Yoshida & Kikuchi の方法を参考に実施した(212)。Table 2-12 に
示す通り、反応溶液を調製した。HO-1 の基質である heme は最後に添加し、酵
素反応を開始した。酵素反応は 23℃で 30 min 行い、heme添加直後（0 min）
と反応後（30 min）における波長250 ~ 1000 nmの吸光度をUltraviolet‒ visible 
spectrophotometer （ model UV-1800; Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japan）を用いて測定した。実験は 3回繰り返した。 
 
2-2-11 マウス 
 7 週齢のC57BL/6 マウス（メス）は、Japan SLC（Shizuoka, Japan）より
購入した。マウスは、照明と室温の管理環境下で飼育し、通常飼料（MF, Oriental 
Yeast Co., LTD., Tokyo, Japan）および滅菌水（一部 3% (w/v) DSS（160110, 
MP Biomedicals, LLC, Solon, OH, USA）を含む）を自由摂取した。マウスは、
2週間の予備飼育後、実験に供した（9週齢, 20 ± 2 g）。 
 
2-2-12 接種菌液の調製 
 2-2-6 の通り、50 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（3,000 × g, 
4℃, 20 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 10 mLの PBS
に懸濁し、遠心（3,000 × g, 4℃, 20 min）することで洗浄した。洗浄は他に 1
回繰り返した。得られた細胞ペレットは、2.5 × 1010 colony forming unit（CFU）
/mLになるように PBSに再懸濁し、直ちにマウスに経口投与した。 
 
2-2-13 gmNZ9000 の大腸送達試験 
 
2-2-13-1 経口投与試験のスケジュール 
 本試験は、Huibregtse et al の方法を参考に実施した(22)。試験のスケジュー
ルは、Fig. 2-4 に示した。マウスに 3% (w/v) DSS を含む滅菌水を 6日間自由摂



取させることで急性大腸炎を誘導した。誘導後、Disease Activity Index（DAI, 
Table 2-13）をスコア化し、大腸炎の発症を確認した（data not shown）。健常
マウス群は、試験期間を通して滅菌水を自由摂取した。大腸炎誘導期間の終了後、
200 μL の接種菌液（5 × 109 CFU）もしくは PBSを、30 min に一回、計 10
回、経口ゾンデ（4201, 有限会社フチガミ器械, Kyoto, Japan）を用いてマウス
に経口投与した。最終投与の 1時間後、安楽死したマウスより大腸（盲腸直下～
肛門）を摘出し、2等分した。実験は 2回繰り返した。 
 
2-2-13-2 プレーティングアッセイ 
 カミソリ（FA-10, FEATHER Safety Razor Co., Ltd.）を用いて、遠位大腸を
内容物ごと細断し、5 φmm ステンレスビーズ（0068220-000, TAITEC 
Corporation）および 1,500 μL の 1% (v/v) fetal bovine serum（SH30910.03, 
GE Healthcare）を含む PBS（PBS-FBS）の入った 2 mLスクリューキャップ
付きチューブに移し、ビーズビーター（3,200 rpm, 30 sec × 3）を用いて均質
化した。得られたホモジェネートは PBS-FBS を用いて 105倍希釈し、100 μL を
GM17cm寒天培地に播いた。30℃で 2日間培養後、デジタルカメラで写真撮影
した。得られたコロニーを 10個ランダムに選択し、プライマー（Table 2-2, pNZ 
F3126/pNZ R340, CreF/LacreR）を用いてコロニーPCR（Table 2-5）に供し
た。得られた PCR 産物は、1% agarose ゲルを用いた電気泳動にて確認後、
FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて精製し、プライマー（Table 2-2, 
pNZ F3126, pNZ R340, CreF, Lacre R）を用いてシーケンス解析（Eurofins 
Genomics K.K.に委託）に供した。結果は遺伝子解析ソフト（GENETYX-MAC 
Ver. 18.0.3）を用いて解析した。 
 
2-2-13-2 免疫組織化学的解析 
 近位大腸の内容物を除去し、長軸方向に切り開いた。組織をコルクボードに貼
り付け、4 % paraformaldehyde（ 163-20145, Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd., Osaka, Japan）を用いて軽く固定した。カミソリを用いて組織
を切り出し、Tissue-Tek O.C.T. compound（4583, Sakura Finetek Japan 
Co.,Ltd., Tokyo, Japan）に埋没後、液体窒素を用いて包埋した。包埋ブロック
は、クリオスタット（Leica CM1900, Leica Microsystems Nussloch GmbH, 
Nussloch, Germany）を用いて 10 μm に薄切し、スライドグラス（S2441, 
MATSUNAMI GRASS Ind., Ltd., Osaka, Japan）上に広げた。冷風を当てなが
ら切片を乾燥し、PBS を用いて 3 回洗浄した。75% methanol（21914-03, 
Nacalai Tesque, Inc.）および 0.03% hydrogen peroxide（18411-25, Nacalai 



Tesque, Inc.）を含む蒸留水に室温で 20 min 浸すことで内因性ペルオキシダー
ゼを失活した。PBSを用いて 3回洗浄後、10% normal goat serum（50062Z, 
Invitrogen Corporation, Eugene, OR, USA）に室温で 20 min 反応させた。
PBSを用いて 3回洗浄後、rabbit anti-6× His-tag antibody（1/100）（ab9108, 
Abcam）に室温で一晩反応させた。PBSを用いて 3回洗浄後、biotin-conjugated 
goat anti-rabbit IgG antibody（1/300）（AP132B, CHEMICON International, 
Inc., Billerica, MA, USA）に室温で 20 min 反応させた。PBSを用いて 3回洗浄
後、HRP-conjugated streptavidin（1/300）（474-3000, KPL, Gaithersburg, 
MD, USA）に室温で 30 min 反応させた。PBSを用いて 3回洗浄後、抗体構築
物は 3,3′-diaminobenzidine（343-00901, Dojindo Laboratories）を用いて発
色させた。ヘマトキシリン（8650, Sakura Finetek Japan Co.,Ltd.）を用いて
核を染色後、光学顕微鏡を用いて観察した。 
 
2-2-14 NZ-HOの抗炎症効果の検討 
 
2-2-14-1 経口投与試験のスケジュール 
 試験のスケジュールは、Fig. 2-5 に示した。マウスを Fig. 2-5 の通り群分けし
た。マウスに 3% (w/v) DSS を含む滅菌水を 6日間自由摂取させることで急性大
腸炎を誘導した（Day 0 - 5）。NT群は、Day 0 から Day 5 まで滅菌水を自由摂
取した。Day 5 にすべての飲料水を滅菌水に交換し、試験最終日（Day 8）まで
自由摂取させた。Day -2 から Day 5 まで、200 μL の接種菌液（5 × 109 CFU）
もしくは PBSを毎日 1回経口投与した。Day 8 に安楽死したマウスより大腸（盲
腸直下～肛門）を摘出し、内容物を除去後、長さを測定し、3等分にした。 
 
2-2-14-2 DAI スコア 
 大腸炎の肉眼症状の指標として、Day 0 から Day 8 まで DAI スコアをモニタ
リングした。DAI スコアは体重の減少、下痢、血便の重篤度を 0から 4点でスコ
ア化したものの総和である（maximum score = 12）。詳細は Table 2-13 に示
した。 
 
2-2-14-3 病理組織学的解析 
 一般的な手法(213, 214)を用いて遠位大腸（n = 5 - 7: 各群 DAI スコアが平均
値に近いものを選択）より組織切片を作出し、Siegmund et al の評価システム
(215)（Table 2-14）に従って病理組織学的解析を実施した。長軸方向に切り開
いた組織をコルクボードに貼り付け、4 % paraformaldehyde を用いて固定し



た。脱水、パラフィン包埋後、薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色した。光
学顕微鏡を用いて組織切片を病理組織学的に観察した。 
 
2-2-14-4 ELISA 
 カミソリを用いて中位大腸（n = 5 - 10: 各群 DAI スコアが平均値に近いもの
を選択）を細断した。組織片を 5 φmmステンレスビーズおよび 1 mLの Lysis 
buffer（Table 2-15）の入った 2 mLスクリューキャップ付きチューブに移し、
ビーズビーター（3,200 rpm, 30 sec）を用いて均質化した。遠心（3,300 × g, 
4℃, 5 min）後、上清を粗タンパク質抽出液として回収し、Pierce BCA Protein 
Assay Kit (23225, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA)を用い
てタンパク質濃度を測定した。粗タンパク質抽出液中の IL-6、IL-10 および TNF-
α濃度は、ELISA キット（IL-6: 88-7064-22, eBioscience Inc., San Diego, CA, 
USA; IL-10: 88-7105-22, eBioscience Inc.; TNF-α: 860.040.048, Diaclone 
SAS, Besancon Cedex, France）を用いて測定した。 
 
2-2-14-5 Real-time 定量的 PCR 
 High Pure RNA Tissue Kit（12033674001, Roche Diagnostics GmbH）
を用いて、近位大腸（n = 5 - 10: 各群 DAI スコアが平均値に近いものを選択）
より total RNAを精製した。PrimeScript RT reagent Kit（RR037A, TaKaRa 
Bio Inc.）を用いて 200 ng の total RNAより cDNAを合成し、EASY Dilution
（9160, TaKaRa Bio Inc.）を用いて反応溶液を 5倍希釈した。Real-time 定量
的 PCRは Table 2-16 の通り実施した。m -actin およびmIL-1α特異的プライ
マーは TaKaRa Bio Inc.より購入した。 
 
2-2-15 統計解析 
 すべての統計解析は、統計解析ソフトウェア（ystat2004.xls, Igakutosho 
Shuppan, Tokyo, Japan）を用いて実施した。Real-time 定量的 PCR解析で得
られたデータは、Mann‒Whitney U-test を用いて統計解析した。その他のデー
タは、一元配置分散分析で解析後、多重比較検定（Tukey‒Kramer 法）にて統計
学的有意差を検出した。有意水準 は 0.05 を用いた。 
  



GAAAGACCTCAACCTGATTCAATGCCTCAAGACTTGTCTGAAGCCCTTAAAGAGGCAACGAAAGAAGTCCAT

ATACAAGCTGAAAATGCGGAATTCATGAAGAACTTTCAGAAAGGTCAAGTAAGTAGAGAAGGGTTTAAACTT

GTCATGGCTTCTTTGTACCACATTTATACAGCATTAGAAGAGGAAATTGAACGTAACAAACAGAATCCCGTT

TATGCACCGTTATACTTTCCTGAAGAATTACATCGAAGAGCTGCTTTAGAGCAAGATATGGCCTTTTGGTAT

GGTCCACATTGGCAAGAAATAATTCCATGTACACCAGCCACACAACACTATGTGAAGCGATTACATGAAGTA

GGGAGAACTCATCCGGAACTATTAGTTGCTCATGCATATACACGCTATTTGGGTGATTTGTCAGGAGGACAA

GTGTTAAAGAAAATTGCACAGAAAGCTATGGCTTTACCATCAAGTGGTGAAGGACTAGCTTTCTTTACCTTT

CCCAATATTGATAGCCCAACGAAGTTTAAACAACTATATCGTGCACGTATGAATACGTTGGAAATGACACCT

GAAGTGAAACACAGAGTAACTGAGGAAGCTAAAACCGCCTTTCTTCTTAATATCGAGTTATTTGAAGAGTTA

CAAGTTATGTTAACTGAAGAACATAAAGACCAATCACCTTCTCAAATGGCATCACTTCGTCAGCGACCAGCG

AGTTTGGTTCAAGATACTGCTCCTGCAGAAACCCCAAGAGGAAAACCACAAATCAGTACATCATCTTCACAA

ACTCCATTATTACAGTGGGTTTTGACACTTAGCTTCTTACTTGCGACTGTTGCAGTTGGCATTTATGCCATG 

 

Fig. 2-2 A DNA sequence coding for mouse HO-1 (accession number: NM 010442.2) 

was synthesized upon codon optimization for L. lactis subsp. cremoris MG1363.  

  



 

 
Fig. 2-3 A vector map of the lactococcal secretion vector, pNZ8148#2:SEC (left panel). 

Schematic representations of segments of gene expression cassettes of 

pNZ8148#2:SEC (right panel in the upper part) or pNZ8148#2:SEC-mHO-1 (right panel 

in the lower part) are shown. PnisA: nisin A promoter, SPusp45: sequence of the signal 

peptide from the USP45 protein, His-tag: hexahistidine-tag, FXa: factor Xa recognition 

site, MCS: multiple cloning site, rep: replication gene, cm: chloramphenicol 

acetyltransferase gene, mHO-1: mouse heme oxygenase-1 gene. The figure is taken 

from Shigemori et al (216). 
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Fig. 2-4 Experimental schedule for a survival test of NZ-HO in the mouse intestine. 

Acute colitis was induced in mice by free access to drinking water containing 3% DSS 

for six consecutive days. In the healthy group, mice drank plain water during the 

induction phase of acute colitis. On the day following treatment, mice were given ten 

serial oral treatments with PBS (200 μL) or PBS containing NZ-VC or NZ-HO (5×109 

CFU/200 μL) once every 30 minutes. One hour after the final treatment, mice were 

euthanized. The figure is taken from Shigemori et al (216). 
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Fig. 2-5 Grouping and experimental schedule for an in vivo trial to evaluate effects of 

oral administration of NZ-HO on DSS-induced acute colitis in mice. Acute colitis was 

induced in mice by free access to drinking water containing 3% DSS for six consecutive 

days. From Day -2 to Day 5, mice were orally administrated once-daily PBS (200 μL) or 

PBS containing NZ-VC or NZ-HO (5×109 CFU/200 μL). The Disease Activity Index (DAI) 

score was monitored from Day 0 to Day 8 to assess the seriousness of the colitis. On 

Day 8, mice were euthanized. The figure is taken from Shigemori et al (216). 

 
  

-2

Euthanized

0 5 8
(Day)

NT (n=5): naïve
PBS (n=10): colitis-induced, PBS-treated
VC (n=12): colitis-induced, NZ-VC-treated
HO (n=12): colitis-induced, NZ-HO-treated

Colitis induction

Oral treatment

Monitoring of DAI



Table 2-2 Primer sequences used in this study. 

 

Name 5'-sequence-3' Length*1 Ref.*2 

CreF GTGCTTGCACCGATTTGAA 19 (217) 

LacreR GGGATCATCTTTGAGTGAT 19 (217) 

pNZ F3126 TGCCCCGTTAGTTGAAGAAG 20 This study 

pNZ R340 TCAATCAAAGCAACACGTGC 20 This study 

*1base 

*2references 

 

 

 

Table 2-3 Reaction solution and conditions for restriction enzymatic reaction. 

 

Component of reaction solution  

10× M buffer (TaKaRa Bio Inc.) 2 μL 
DNA 1 ng 

KpnI (1068A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
XbaI (1093A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
Ultrapure water up to 20 μL 

 

Condition for reaction  

37 °C overnight 

75 °C 15 min 

  



Table 2-4 Reaction solution and conditions for ligation. 

 

Component of reaction solution  

10× buffer (Promega Corporation) 2 μL 
DNA 8 μL  
T4 DNA Ligase (M180A, Promega Corporation) 1 μL  

 

Condition for reaction  

4 °C overnight 

 

 

 

Table 2-5 Reaction solution and conditions for colony-direct PCR. 

 

Component of reaction solution  

EmeraldAmp PCR Master Mix (RR300A, TaKaRa Bio Inc.) 5 μL 

Primer mixture (10 μM each) 0.5 μL 
Ultrapure water 4.5 μL 
Colony trace 

 

Condition for reaction  

95 °C 5 min 

95 °C 30 sec 

60 °C (pNZ F3126-pNZ R340) or 45 °C (CreF-LacreR) 30 sec 

72 °C 1 min 

40 cycles  

4 °C soak 

  



Table 2-6 Composition of TES. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 10 mM  

Ethylenediaminetetraacetic acid (14347-21, Nacalai Tesque, Inc.) 1 mM 

Sucrose (30404-45, Nacalai Tesque, Inc.) 25 % 

in distilled water  

pH 8.0 

 
 
 
Table 2-7 Composition of PBS. 
 

Disodium phosphate (31801-05, Nacalai Tesque, Inc.) 10 mM  

Monopotassium phosphate (28721-55, Nacalai Tesque, Inc.) 1.8 mM 

Potassium chloride (28538-75, Nacalai Tesque, Inc.) 2.7 mM 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 137 mM 

in distilled water  

pH 7.4  
  



Table 2-8 Composition of polyacrylamide gel. 

 

Component of running gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
2,700 μL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,000 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 80 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 27 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
4 μL 

Distilled water 3,220 μL 

 
Component of stacking gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
400 μL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 625 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 25 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 8.3 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
2.5 μL 

Distilled water 1,440 μL 

 

 

 

Table 2-9 Composition of Running buffer. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 1 g 

Distilled water up to 1 L 

  



Table 2-10 Composition of Transfer buffer. 
 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Methanol (21914-03, Nacalai Tesque, Inc.) 100 mL 

Distilled water up to 1 L 

 

 

 

Table 2-11 Composition of TBS-T. 

 
Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Potassium chloride (28538-75, Nacalai Tesque, Inc.) 0.2 g 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 8 g 

Tween20 (35624-15, Nacalai Tesque, Inc.) 0.5 mL 

Distilled water up to 1 L 

pH 7.4 

 

 

 

Table 2-12 Reaction solution for HO-1 reaction in vitro. 

 

Sodium ascorbate (014-04801, Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd.) 
0.5 mM 

Tween20 (35624-15, Nacalai Tesque, Inc.) 0.25% 

Heme (H5533, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 0.2 μM 
Cellular extracts from gmNZ9000 500 μL 
50 mM Kpi buffer (pH 7.4) up to 2 mL 

  



Table 2-13 DAI score. 
 

 Body weight loss Fecal bleeding Stool consistency 

0 ≤ 5 % negative normal 

1 5 – 10 %   

2 10 – 15 % slight loose 

3 15 – 20 % moderate  

4 > 20 % gross diarrhea 

The DAI score is calculated as sum of the three scores (Max = 12). 

 

 

 

Table 2-14 Scoring system for histological evaluation (215). 

 

 Inflammatory cell infiltration  Tissue damage  

0 

The presence of occasional 

inflammatory cells in the lamina 

propria was scored 

No mucosal damage 

1 

Increased numbers of 

inflammatory cells in the lamina 

propria 

Lymphoepithelial lesions 

2 
Confluence of inflammatory cells 

extending into the submucosa 

Surface mucosal erosion or focal 

ulceration 

3 
Transmural extension of the 

infiltrate 

Extensive mucosal damage and 

extension into deeper structures of 

the bowel wall 

The histological score is calculated as sum of the two scores (Max = 6). 

  



Table 2-15 Composition of Lysis buffer. 
 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 50 mM 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 150 mM 

Triton X-100 (25987-85, Nacalai Tesque, Inc.) 1% 

Protease inhibitor cocktail (11836153001, Roche Diagnostics 

GmbH) 
1 tablet/10 mL 

in distilled water  

pH 8.0 

 
 
 
Table 2-16 Reaction solution and conditions for real-time quantitative PCR. 
 

Component of reaction solution  

SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (RR820, TaKaRa Bio Inc.) 10 μL 

Primer mixture (10 μM each, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
cDNA solution 9 μL 

 

Condition for reaction  

95 °C 10 sec 

95 °C 5 sec 

60 °C  5 sec 

45 cycles  

Dissociation  

  



2-3 結果 
 
2-3-1 NZ-HOは rmHO-1 を産生・分泌する 
 CBB染色において、ナイシン添加培地で培養したNZ-HO由来の細胞抽出液よ
り rmHO-1 の分泌前駆体（40.5 kDa）および分泌型 rmHO-1（37.7 kDa）の分
子量に一致するバンドを観察した（Fig. 2-6 A）。ウエスタンブロッティングにお
いて、これらのバンドは抗 His-tag 抗体および抗 HO-1 抗体により検出された
（Fig. 2-6 B）。また、同細胞抽出液からはおよそ 5 μg/mLのmHO-1 を検出し
た（Fig. 2-6 C）。同培養液由来の培養液上清画分からは、分泌型 rmHO-1 の分
子量に一致するバンドを検出した（Fig. 2-6 B）。ナイシン添加培地で培養したNZ-
VC より調製した細胞抽出液および培養液上清画分からは、rmHO-1 は検出され
なかった（Fig. 2-6）。 
 
2-3-2 rmHO-1 は生理活性を有する 
 In vitro HO反応系を用いてNZ-HOが産生する rmHO-1 の生理活性を分光光
度的に検討した（Fig. 2-7）。HO-1 の基質であるヘムは、400 nm付近に吸光ピ
ークを有し、酵素反応により分解されることで同ピークの吸光度は減少すること
が知られている(212)。0 min おいて、Kpi buffer もしくはNZ-VC由来細胞抽
出液を含む反応液では、400 nm付近をピークとする吸光を観察した（Fig. 2-7 
A,B, Curve I）。一方で、同時間におけるNZ-HO由来細胞抽出液を含む反応液で
は、HO-ヘム複合体に一致する吸光ピーク（405 nm(212)）を観察した（Fig. 2-
7 C, Curve I）。反応 30分後、各反応液の吸光パターンはCurve II に安定化した
（Fig. 2-7 A-C）。NZ-HO由来細胞抽出液を含む反応液において 0 min で観察さ
れたピークの吸光度は著しく減少した（Fig. 2-7 C, Curve III, Fig. 2-7 D）。一方、
NZ-VC 由来細胞抽出液を含むもしくは含まない反応溶液における同ピークの吸
光度は、反応前後において考慮すべき変化は観察されなかった（Fig. 2-7 A,B, 
Curve III, Fig. 2-7 D）。 
 
2-3-3 NZ-HOは rmHO-1 を大腸粘膜へ運搬する 
 経口投与されたNZ-HOの大腸到達性や大腸粘膜におけるrmHO-1の産生を検
討するために、マウスを用いた経口投与試験を実施した。gmNZ9000（NZ-VC
もしくはNZ-HO）を経口投与したマウスの大腸よりコロニーを得た（Fig. 2-8 A）。
これらを、L. lactis subsp. cremoris（CreF/LacreR）もしくは pNZ8148（pNZ 
F3126/pNZ R340）に特異的なプライマー（Table 2-2）を用いてコロニーダイ
レクト PCRに供したところ、予想されるサイズに一致するDNA断片を観察した



（Fig. 2-8 B,C）。また、PCR産物をDNAシーケンス解析に供し、予想される配
列に一致することを確認した（data not shown）。PBS投与マウスの大腸からは
コロニーは回収されなかった（Fig. 2-8 A）。免疫組織化学において、gmNZ9000
投与マウスの大腸粘膜に抗His-tag抗体の陽性反応を得た（Fig. 2-8 D）。一方で、
PBS投与マウスでは陽性反応は観察されなかった（Fig. 2-8 D）。健常（Normal 
colon）および大腸炎（Inflamed colon）マウスにおいて同様の結果を得た（Fig. 
2-8）。 
 
2-3-4 NZ-HOはマウスにおけるDSS誘導急性大腸炎を軽減する 
 
2-3-4-1 DAI スコア（Fig. 2-9 A） 
 NT 群は、試験期間を通してDAI スコアは 0であり、大腸炎を発症しないこと
を確認した。PBS群は、経過日数依存的なDAI スコアの増加が認められ、Day 8
には 8.30 ± 0.43 に達し、大腸炎症状の発症が観察された。同様の傾向は NZ-
VC群において観察された。一方で、NZ-HO群のDay 8 におけるDAI スコアは
4.25 ± 0.82 であり、PBS群およびNZ-VC群と比較して有意に低かった。 
 

2-3-4-2 大腸の長さ（Fig. 2-9 B） 
 炎症による組織障害の指標として、Day 8に大腸の長さを測定した。PBS群は、
NT群と比較して著しい大腸の短縮が観察された。同程度の短縮は、NZ-VC群で
も観察された。PBS および NZ-VC 群と比較して、NZ-HO 群における大腸の短
縮は著しく軽減した。 
 
2-3-4-3 大腸組織の病理組織学的解析 
 NT 群の大腸組織切片では、Table 2-14 に定義される病理組織学的炎症は観察
されなかった（Fig. 2-9 E）。従って、病理スコアは 0点だった（Fig. 2-9 D）。一
方で、PBS 群のマウスのほとんどで、粘膜から粘膜下層に至る炎症細胞の浸潤
（6/7）と粘膜における散発的なびらん/潰瘍（5/7）が観察された（Fig. 2-9 F）。
加えて、2/7 のマウスにおいて、より深刻な組織障害が観察された。NZ-VC群で
は、PBS群と同等の病理組織学的炎症が観察された（Fig. 2-9 G）。従って、PBS
群およびNZ-VC群の病理スコアは、NT群と比較して有意に増加した（Fig. 2-9 
D）。これらの群と比較して、NZ-HO群の病理スコアは有意に減少した（Fig. 2-
9 D）。NZ-HO群において、粘膜から粘膜下層に至る炎症細胞の浸潤（3/7）や粘
膜における散発的なびらん/潰瘍（2/7）を観察したマウスは、PBS群およびNZ-
VC群と比較して半減した（Fig. 2-9 H）。また、深刻な組織障害は観察されず、



3/7 のマウスにおいて病理組織学的炎症は観察されなかった。 
 
2-3-5 NZ-HOは大腸組織におけるサイトカインの発現を調節する 
 NZ-HO の大腸炎軽減効果の分子メカニズムを検討するために、大腸組織にお
ける炎症性サイトカイン（IL-1α, IL-6, TNF-α）および抗炎症性サイトカイン（IL-
10）の発現レベルを検討した。NT群と比較して、PBS 群およびNZ-VC 群にお
いて、IL-6（Fig. 2-10 A）および IL-1α mRNA（Fig. 2-10 C）の発現レベルが
著しく増加した。NZ-VC群と比較して、NZ-HO群におけるこれらの発現レベル
は有意に減少した（Fig. 2-10 A,C）。TNF-αの産生レベルは、各群間に有意な違
いは観察されなかった（Fig. 2-10 B）。IL-10 の産生レベルは、NT群と比較して、
PBS 群および NZ-VC 群において有意に減少した。NZ-HO 群における IL-10 の
産生レベルは、NZ-VC群と比較して有意に高かった（Fig. 2-10 D）。 
  



 
 

Fig. 2-6 Detection and quantification of recombinant mHO-1 produced by NZ-HO. 

Recombinant gene expression was induced in gmNZ9000 with nisin. (A,B) Cellular 

extracts (Cell) and culture supernatants (Sup) were analyzed with SDS-PAGE (A) or 

western blotting using anti-His-tag or anti-HO-1 antibodies (B). MW indicates the 

molecular mass markers (kDa). Gray and black arrows indicate the precursor of 

secreted rmHO-1 (pre-rmHO-1, 40.5 kDa) and the secreted form of rmHO-1 (rmHO-1, 

37.7 kDa), respectively. Representative images from three independent experiments 

were shown. (C) mHO-1 in cellular extracts from nisin-induced gmNZ9000 was 

quantified by ELISA. Data are the mean ± SD (n = 6). nd: not detected. The figure is 

taken from Shigemori et al (216).  
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Fig. 2-7 Bioactivity assay of recombinant mHO-1. The absorption spectra of the 

reaction mixtures containing Kpi buffer (A) and cellular extracts from nisin-induced 

NZ-VC (B) or NZ-HO (C) were measured at the starting point of the assay (A0min, Curve 

I) and after 30 min of incubation at 23°C (A30min, Curve II). The differential spectra 

(A0min − A30min, Curve III) are presented in the upper graph. (D) The absorbance changes 

at 405 nm are shown. Similar results were obtained from three independent 

experiments, and representative data are shown. The figure is taken from Shigemori 

et al (216). 
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Fig. 2-8 Survival of NZ-HO in the mouse intestine. (A) Homogenates of the entire 

colon (including luminal contents) were plated on GM17cm agar. (B,C) Ten single 

colonies were randomly chosen for each sample from healthy (C) or colitis (D) mice 

and were subjected to colony-direct PCR with pNZ8148-specific (upper images of each 

group) or L. lactis subsp. cremoris-specific (lower images of each group) primer pairs. 

Bands indicated by blue (586-bp), salmon pink (1,403-bp), and black allows (163-bp) 

were further analyzed by the DNA-sequencing, and were in accord with the putative 

sequences. L: DNA ladder (bp). (E) Immunohistochemical staining/detection of His-

tagged proteins in colonic tissue. Positive reactions were observed in the mucosal 

epithelial cells (arrows) and in the lamina propria (asterisks) of the colon from 

gmNZ9000-treated mice. Bars = 50 μm. Normal colon and Inflamed colon mean 

colons from healthy (mice that drank sterile water) or colitis (mice that drank DSS in 

the water) mice, respectively. Similar results were seen in two different mice. 

Representative images are shown. The figure is taken from Shigemori et al (216). 
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Fig. 2-9 Effects of oral administration of NZ-HO on DSS-induced acute colitis in mice. 

(A) Chronological change in the DAI score of mice in each group. Data are the mean + 

SE (n = 5-12). (B) On day 8, the colon length (i.e., just under the cecum to the anus) was 

measured. Data are the mean + SE (n = 5-12). (C) Representative images of the colon 

from the VC and HO groups are shown. Bars = 1 cm. (D) Histogram of histological 

scores on day 8. Data are the mean + SE (n = 5-7). (E-H) Representative images of HE-

stained colonic sections indicating the average DAI for each group are shown in the 

NT (E), PBS (F), VC (G), and HO (H). In the PBS and VC groups, inflammatory cell 

infiltration into the submucosa (arrows) and severe tissue damage (i.e., erosion and 

ulcers, #) were observed. An increase in the number of inflammatory cells in the 

lamina propria was observed in the HO group (arrowhead). Bars = 100 μm. Letters (i.e. 

a, b, c) represent significant differences (P<0.01). The figure is taken from Shigemori 

et al (216). 
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Fig. 2-10 The modulating effect of NZ-HO on the expression of cytokines in colonic 

tissue. Protein extracts and total RNA were prepared from the middle or proximal 

colon on day 8, respectively. Protein levels of IL-6 (A), TNF-α (B), and IL-10 (D), and the 

gene expression of IL-1α (C) were analyzed with ELISA (A, B, D) or real-time qPCR (C). 

Data from ELISA are the mean + SE (n = 5-10). Values for the real-time qPCR analysis 

are shown as a box plot (n = 5-7). Letters (i.e. a, b, c) represent significant differences 

(P<0.05). nd: not detected. The figure is taken from Shigemori et al (216). 

  

0

5

10

15

20

NT PBS VC HO

T
N

F
-α

 (
p

g
/m

g
 o

f 
p

ro
te

in
)

0

50

100

150

200

NT PBS VC HO

IL
-1

0 
(p

g
/m

g
 o

f 
p

ro
te

in
)

0

20

40

60

80

100

120

140

NT PBS VC HO

IL
-6

 (
p

g
/m

g
 o

f 
p

ro
te

in
)

0

10

20

30

40

50

NT PBS VC HO

il-
1α

 m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

re
la

ti
ve

 t
o

 β
-a

ct
in

 (
10

-6
)

P<0.01

A B

C D

nd

a,b
a

b

c

a

c
b

b,c



2-4 考察 
 本研究でははじめに、mHO-1 の腸管運搬体として、NZ-HOを構築した。ナイ
シン添加培地で培養したNZ-HOの細胞抽出液より、rmHO-1分泌前駆体（SPusp45-
mHO-1 融合タンパク質）を検出した。また、同培養液由来の上清画分において分
泌型 rmHO-1（SPusp45切断型）を検出した。SPusp45は、NZ9000 に内因する分泌
タンパク質USP45のシグナルペプチドである(218)。すなわち、NZ-HOはナイ
シン刺激に応答し、rmHO-1 分泌前駆体を細胞内に産生後、それらをシグナルペ
プチド依存的に細胞外へと分泌することが示唆された。以上の結果より、rmHO-
1 を分泌する gm-NZ9000 の構築に成功した。 
 続いて、NZ-HOが産生する組換えタンパク質の生理活性を検討した。HO-1 は、
基質であるヘムを段階的に分解し、最終産物としてビリベルジン、CO および遊
離鉄を生成する(172, 219)（Fig. 2-11）。本酵素反応は、いくつかの in vitro 系
において再現されており、その過程は分光学的に特徴付けられている(212, 220-
228)。本研究は、電子供給体として NADPH-シトクロム P450 還元酵素の代わ
りにアスコルビン酸を用いた改変 in vitro HO反応系(212)を用いた。反応開始直
後（0 min）、buffer もしくは NZ-VC 由来細胞抽出液を含む反応液において、
400 nm付近をピークとする強い吸光を観察した。一方、同時間においてNZ-HO
由来細胞抽出液を含む反応液で観察された吸光ピークは、これらのものと比較し
てわずかに長波長側にシフトした（405 nm）。本酵素反応は、HOがヘムと複合
体を形成することにより開始される(172)。ヘム-HO 複合体は、本反応系におい
て還元剤非依存的に直ちに形成され、その吸光ピーク（405 nm）は遊離ヘム（402 
nm）と比較してわずかに長波長側にシフトすることが報告されている(212, 
228)。すなわち、NZ-HO由来細胞抽出液を含む反応液では、反応開始後直ちに、
ヘム-HO-1 複合体が形成されていることが示唆された。反応 30 min 後、NZ-HO
由来細胞抽出液を含む反応液は、400 nm付近に小さなピークを示す吸光パター
ンに安定化し、405 nmの吸光度は 0 min と比較して著しく低下した。一方で、
buffer もしくはNZ-VC由来細胞抽出液を含む反応液では、吸光パターンの著し
い変化は認められなかった。本研究で用いた改変 in vitro HO反応系では、ヘム
の最終分解産物として、ビリベルジンではなく、その前駆体の Fe3+-ビリベルジン
-HO複合体（Fig. 2-11）を生成することが報告されている(212, 226)。Fe3+-ビ
リベルジン-HO 複合体のソーレ帯における吸光ピークは 400 nm 付近である
(212)。これは、ビリベルジン（380~390 nm）と比較して長波長であり、ヘム
もしくはヘム-HO 複合体と比較してその吸光度は著しく低い(212)。すなわち、
反応 30 min 後におけるNZ-HO由来細胞抽出液を含む反応液では、Fe3+-ビリベ
ルジン-HO 複合体が生成したことが考えられた。まとめると、NZ-HO が産生す



る rmHO-1 は、本反応系においてヘムと複合体を形成し、最終産物として Fe3+-
ビリベルジン-HO複合体を生成することが示唆された。以上の結果から、rmHO-
1 はヘムの分解を触媒する酵素活性を有すると結論付けた。 
 健常およびDSS大腸炎マウスを用いた経口投与試験において、NZ-HOの大腸
到達性を検討した。NZ-HOを連続経口投与したマウスの大腸より、NZ-HOの生
菌を単離・同定することに成功した。続いて、抗 His-tag 抗体を用いた免疫組織
化学的解析において、大腸粘膜における rmHO-1 の検出を試みた。本研究では、
rmHO-1 を特異的に検出するために（生体内因性 HO-1 と区別するために）、抗
His-tag 抗体を用いた。NZ-HO 投与マウスの粘膜表面や陰窩、粘膜固有層に抗
His-tag 抗体に対する陽性反応を得た。以上の結果から、NZ-HOは経口投与され
た後、生きて大腸へ到達し、大腸粘膜へ rmHO-1 を運搬することが示された。一
方で、NZ-VC投与マウスの大腸粘膜においても、NZ-HO投与群と同様に、抗His-
tag 抗体に対する陽性反応を観察した。NZ-VCは、ナイシン刺激依存的に、保有
する空ベクター（pNZ8148#2:SEC, Fig. 2-3）に由来するHis-tagged ペプチド
を産生する(229)。NZ-VC投与マウスの大腸よりGM17cm上に回収した菌株は、
同空ベクターを有していた。すなわち、観察された陽性反応は、同His-tagged ペ
プチドに由来するものと考えられた。 
 DSS 誘導大腸炎マウスは、IBDの基礎研究分野において最も頻繁に用いられる
モデル動物である。マウス（C57BL/6 や BALB/c）に 1 - 5 %の DSSを含む飲
料水を摂取させると、体重減少や下痢、血便といった症状を伴う急性大腸炎を発
症する(230, 231)。大腸における炎症障害は、大腸の短縮や組織学的病変（陰窩
構造の破壊や炎症細胞の浸潤等）に特徴付けられており、炎症性サイトカインや
ミエロペルオキシダーゼは定量可能な炎症マーカーとして利用される(232-234)。
これらの症状や生理反応は UC と類似点を多数有しており(235)、その再現性は
極めて高いことから、IBD モデルとして有用である。そこで本研究は、本モデル
を用いてNZ-HOの大腸炎軽減効果を検討した。NZ-HOの連日経口投与は、等量
等頻度のNZ-VCの投与と比較して、DSSに誘導されるDAI スコアの増加、大腸
の短縮および病理組織学的病変を著しく軽減した。すなわち、NZ-HO を用いた
rmHO-1 分子の大腸への直接的な運搬は、マウスにおける DSS 誘導急性大腸炎
を軽減することが明らかになった。 
 HO-1 が発揮する抗炎症作用は、ヘムの分解産物（CO、ビリベルジン）やその
誘導体（ビリルビン）が媒介することから、多様なメカニズム（免疫調節、抗酸
化、抗アポトーシス等）を介する(171)。中でも、HO-1 が発揮する免疫調節作用
は、実験的大腸炎の軽減において重要な役割を担っていることが示唆されている
(173, 174, 236)。そこで本研究は、NZ-HOの DSS大腸炎軽減メカニズムとし



て、大腸組織における各種サイトカイン（IL-1α, IL-6, IL-10, TNF-α）の発現を検
証した。NZ-HO の連日経口投与は、等量等頻度の NZ-VC の投与と比較して、
DSS大腸炎により低下した IL-10の産生を有意に増加した。また、NZ-HOはDSS
投与に誘導された大腸への炎症細胞の浸潤や大腸組織における炎症性サイトカイ
ン（IL-1α, IL-6）の発現レベルを著しく減弱した。IL-10 は、抗炎症作用を発揮す
るサイトカインであり、腸管の免疫恒常性の維持において必須の生体因子である
(237)。実際に、Il10 遺伝子の多型は IBDの発症因子に関連付けられており(238-
240)、IL-10 や IL-10 受容体（R）を欠損したマウスは重篤な GIT 炎症を自然発
症する(241, 242)。単球/マクロファージにおいて、HO-1 は COの生成を介して
IL-10 と正のフィードバックサーキットを形成する(243-245)。重要なことに、
本機構の駆動は、炎症性サイトカイン（IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α等）の減少を伴
い、実験的大腸炎を軽減することが示された(180, 183, 245, 246)。一方で、HO-
1 は実験的大腸炎における T 細胞環境を調節することが報告されている(187, 
188, 247)。制御性 T 細胞（Treg）は、主に抗炎症サイトカイン（IL-10 や
transforming growth factor-β）を分泌するヘルパーT細胞サブセットである。
hemin を用いた内因性 HO-1 の活性化は、DSS 大腸炎マウスの腸間膜リンパ節
における CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg の増殖と頻度および大腸組織における IL-
10 mRNA発現を増加することが示された(187, 188)。加えて、抗原提示細胞に
おける HO-1 の活性化は、Treg の機能を調節し、免疫抑制作用を発揮すること
が報告された(247)。一方で、hemin の投与はDSS大腸炎マウスの腸管における
Th17細胞の頻度と Th17関連サイトカイン（IL-17A）の産生を減弱することが
報告された(187, 188)。Th17 は、Th17関連サイトカイン（IL-17 や IL-23）を
産生するヘルパーT 細胞サブセットであり、IBD の病理形成に重要な役割を果た
していることが示唆されている(248, 249)。Th17 の分化において、IL-1 や IL-6
は中心的な役割を担う炎症性サイトカインである。In vitro 細胞培養系において、
hemin は IL-6/IL-6 受容体経路を阻害することで Th17 細胞の分化を抑制するこ
とが示された(187)。IL-1 や IL-6 を始めとする炎症性サイトカインは大腸の炎症
病変部位に浸潤した免疫細胞（好中球やマクロファージ等）により大量に産生さ
れる。HO-1誘導剤の投与は、これらの産生や浸潤を抑制することが示された(178, 
250)。以上の事柄から、NZ-HO が発揮する DSS 誘導急性大腸炎の軽減作用に
は、大腸粘膜に運搬された rmHO-1 による免疫調節作用（IL-10 の誘導、炎症細
胞の浸潤および炎症性サイトカイン発現の抑制）が関与していることが示唆され
た。 
 まとめると、生理活性を有する rmHO-1 を分泌する gm-L. lactis（NZ-HO）
の構築に成功した。続いて、経口投与された NZ-HO は、生きて大腸に到達し、



大腸粘膜へ rmHO-1 を運搬することを明らかにした。NZ-HOの連日経口投与は、
DSS 誘導急性大腸炎の症状を軽減することを示した。また、NZ-HO は同腸炎マ
ウスの大腸におけるサイトカイン発現を調節することが明らかになり、同反応は
大腸炎の軽減に関連することが示唆された。これらの結果から、NZ-HOを用いた
rmHO-1 の腸管デリバリーは、IBDの新しい予防・軽減戦略として有効であるこ
とが示唆された。 
  



 
Fig. 2-11 Scheme of stepwise heme degradation catalyzed by HO. The figure is a 

modified version of Yoshida et al (219). 

  



第三章 

免疫活性を有する抗インターロイキン-6 抗体の single-

chain variable fragment を分泌する Lactococcus 

lactis 組換え体の構築 



3-1 緒言 
  インターロイキン（IL）-6 は、炎症や免疫反応、血球新生において多面的な
生理機能を発揮するサイトカインである（Fig. 3-1）(251-253)。IL-6 は、IL-6 受
容体（R）および細胞膜上に存在する gp130 と複合体を形成し、以下の細胞内シ
グナリング（JAK (Janus kinase)-STAT (signal transducer and activator of 
transcription)経路や JAK-SHP-2-MAPK (mitogen-activated protein kinase)
経路）を活性化することで生理機能を発揮する（IL-6 シグナリング）（Fig. 3-2）
(251, 254)。gp130 は、ほとんどの細胞の細胞膜上に普遍的に発現する糖タン
パク質であり、IL-6 シグナリングにおいて、IL-6-IL-6R の相互作用と以下の細胞
内シグナリングの活性化を架橋するトランスデューサーの役割を担っている
(255, 256)。一方で、IL-6R は IL-6 を補足する役割を担っており（それ自身に細
胞内シグナルを活性化させる能力はない）、生体内では生理的に有意義な 2 種の
形態（膜結合型 IL-6R および分泌型 IL-6R）が存在する(253)。膜結合型 IL-6R
は、主に白血球や巨核球、幹細胞に発現し、in situ において IL-6-IL-6R-gp130
複合体を形成後、シグナリングを活性化する（Classical IL-6 receptor signaling）
(251, 257)。一方、分泌型 IL-6R は単球や T細胞から放出された形態で、IL-6 に
結合し細胞膜上の gp130 と会合することでシグナリングを活性化する（IL-6 
trans-signaling）(258)。IL-6 は、上記 2種の機構を介することで、IL-6R を発
現する細胞のみならず、IL-6R が存在しない細胞にも影響を及ぼすことができ、
その多面的な生理機能を実現している(259)。 
 IL-6 シグナリングは、感染や組織傷害といった環境刺激に対して急性かつ一過
的に活性化し、生体防御において重要な役割を担う(260)。一方で、同経路の調節
不全とそれにともなう慢性的な活性化は、炎症性疾患や自己免疫疾患の発症や維
持、腫瘍の発生や転移に関連付けられている（Fig. 3-1）(251, 253)。従って、
IL-6 シグナリングを阻害するモノクローナル抗体（抗 IL-6 抗体：Sirukumab, 
Olokizumab, Clazakizumab 、 抗 IL-6R 抗 体 ： Tocilizumab, Sarilumab, 
Siltuximab）は、これら疾患の治療薬としての利用が期待されている(251, 253, 
257)。実際に、ヒト化抗 IL-6R 抗体（Tocilizumab）は、炎症性自己免疫疾患の
関節リウマチにおける治療効果が認められており、中程度から重度の活動性症状
を示す患者への第一選択薬として 100 カ国以上で用いられている(253, 261)。
また、これまでの基礎もしくは臨床研究は、若年性特発性関節炎(262, 263)やキ
ャッスルマン病(264-266)、全身性エリテマトーデス(267-269)、全身性硬化症
(270) (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01532869)、クローン病(271, 272)、
喘息(273)、関節リウマチ(274)における IL-6 シグナリングのブロッキング抗体
の有効性を示唆している。しかし、抗体薬は極めて高価であり、家庭および社会



に大きな経済的損害を与える可能性がある。例えば、関節リウマチ治療に必要な
アクテムラ（Tocilizumab の販売名）の薬価はおよそ 130 万円/年である（患者
が 60 kg の場合）（2016年 12月現在）。 
 そこで本研究は、IL-6 ブロッキング抗体の安全・安価な産生体および粘膜運搬
媒体の開発を目指し、抗マウス IL-6 抗体の single-chain variable fragment
（scFv）（IL6scFv）を産生する乳酸菌（Lactococcus（L.）lactis）組換え体
（genetically modified lactic acid bacteria: gmLAB）を構築することを目的
とした。scFv は、抗体分子中の H 鎖および L 鎖の可変領域をフレキシブルな可
変リンカーで接続した分子である(275)。本抗体分子は、大腸菌等の微生物におい
て生理活性のある組換えタンパク質として産生させることが可能である。本章で
ははじめに、IL6scFv を組換えタンパク質として産生・分泌する gm-L. lactis の
構築結果についてを示す。続いて、組換え遺伝子の発現誘導条件を検討し、組換
え IL6scFv（rIL6scFv）の分泌量の最適化について示す。最後に、酵素結合免疫
吸着検定法（ELISA）にて、rIL6scFv の免疫活性結果について示す。 



 

Fig. 3-1 IL-6 in inflammation, immunity, and disease. IL-6 is a cytokine featuring 

pleiotropic activity; it induces synthesis of acute phase proteins such as CRP, serum 

amyloid A, fibrinogen, and hepcidin in hepatocytes, whereas it inhibits production of 

albumin. IL-6 also plays an important role on acquired immune response by 

stimulation of antibody production and of effector T-cell development. Moreover, IL-

6 can promote differentiation or proliferation of several nonimmune cells. Because of 

the pleiotropic activity, dysregulated continual production of IL-6 leads to the onset 

or development of various diseases. Treg, regulatory T cell; RANKL, receptor activator 

of nuclear factor kB (NF-kB) ligand; VEGF, vascular endothelial growth factor. The 

figure and its legend are taken from Tanaka et al (253). 



 

 
Fig. 3-2 Two distinct modes of IL-6 receptor signaling. Classical IL-6 receptor signaling 

occurs in cells that express IL-6R (CD126) and gp130 (CD130). IL-6R is a non-signaling 

receptor that binds IL-6. The gp130 subunit is the signal-transducing receptor for IL-6 

and its related family members. A soluble form of IL-6R is released from the cell 

surface by proteolysis and splicing of IL-6R mRNA, and can bind IL-6 to form an 

agonistic complex that signals through gp130. This mechanism of trans-signaling 

allows IL-6 to act on cells that lack IL-6R. A fully functioning IL-6 receptor complex 

consists of a hexameric structure in which IL-6, IL-6R and gp130 exist in a 2:2:2 

stochiometry. Both modes of IL-6 receptor signaling lead to gp130 activation of Jak1, 

Jak2 and Tyk2, which bind box 1 and box 2 sites within the gp130 sequence and a series 

of proximal tyrosine residues (bottom left) within the intracellular carboxy-terminal 

sequence that activate STAT1 and STAT3 and the mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) cascade. The tyrosine residues included here relate to defined biological roles 

(position numbers are for the human gp130 sequence). Tyr759 (the mouse equivalent 

is Tyr757) is pivotal for docking of the tyrosine phosphatase SHP-2 and the cytokine 

receptor signaling inhibitor SOCS3. Both factors act as negative regulators of gp130-

STAT signaling. In the context of infection, trauma and injury, sIL-6R is released from 

infiltrating neutrophils, monocytes and T cells, but IL-6 trans- signaling is antagonized 

by sgp130. The figure and its legend are taken from Hunter & Jones (251).  



3-2 材料と方法 
 
3-2-1 倫理的承認 
 全ての遺伝子組換え実験は、「信州大学遺伝子組換え実験等安全管理規程」に則
り、機関長の承認を受けて法令・指針等の申請に基づいた制限環境下にて行った
（承認番号：13-005）。 
 
3-2-2 菌株と培養条件 
 組換え遺伝子の発現宿主は L. lactis subsp. cremoris NZ9000（NZ9000; VS-
ELS09000-01, MoBiTec GmbH, Goettingen, Germany ） も し く は
Escherichia（E.）coli M15 (276)（M15; 34210, QIAGEN K.K., Tokyo, Japan）
を用いた。NZ9000 は 0.5%glucose（16805-35, Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, 
Japan）を含むM17培地（218561, Becton, Dickinson and Company, Sparks, 
MD, USA）（GM17）で培養した。必要に応じて、GM17 に chloramphenicol
（08027-14, Nacalai Tesque, Inc.）（10 μg/mL）を添加した（GM17cm）。E. 
coli JM109（JM109; 9052, TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan）およびMC1061
（MC1061; VS-ELS10610-01, MoBiTec GmbH）は、Luria-Bertani（LB）培
地（1.10285.055, Merck KGaA, Darmstadt, Germany）で培養した。必要に
応じて、LB培地に chloramphenicol（25 μg/mL）もしくは ampicillin（02739-
74, Nacalai Tesque, Inc.）（50 μg/mL）を添加した。6×ヒスチジン標識化（His-
tagged）GFPの遺伝子発現ベクター（pQE-30 Xa-GFP）を有するM15（M15-
GFP）は仲西が以前に構築したものを用いた(277)。M15-GFP は ampicillin（50 
μg/mL）および kanamycin（19839, Nacalai Tesque, Inc.）（20 μg/mL）を
添加したLB培地で培養した。寒天培地は、液体培地に1.5%(w/v)の寒天（01162-
15, Nacalai Tesque, Inc.）を添加し作成した。 
 
3-2-3 遺伝子発現ベクターの構築 
 一般的な遺伝子工学技術は過去の知見に従った(210)。 
 IL6scFv をコードする遺伝子（accession number: LC175907）は L. lactis 
subsp. cremoris MG1363 のコドン使用頻度に最適化し合成した（Fig. 3-3）。
遺伝子合成は Eurofins Genomics K.K.（Tokyo, Japan）に委託し、合成遺伝子
はプラスミド（pEX-A）を用いてクローニングした。納品されたプラスミドは E. 
coli JM109 を用いて増幅し、以後の実験に用いた。 
 IL6scFv 遺伝子の発現ベクターは、乳酸菌用プラスミド（pNZ8148#2:SEC
(211), Fig. 3-4）を用いた。合成遺伝子および pNZ8148#2:SEC は制限酵素



（KpnI: 1068A, HindIII: 1060A, TaKaRa Bio Inc.）を用いて切断した（Table 
3-1 ）。目的断片は 1% agarose （ 346-07831, Dojindo Laboratories, 
Kumamoto, Japan）ゲルを用いた電気泳動にて確認後、FastGene Gel/PCR 
Extraction Kit（FG-91202, NIPPON Genetics Co.Ltd, Tokyo, Japan）を用い
て精製した。精製DNA断片はT4 DNA Ligase（M180A, Promega Corporation, 
Madison, WI, USA）を用いてライゲーション（Table 3-2）し、E. coli MC1061
へ導入した。LBcm寒天培地上に得られたコロニーはプライマー（pNZ F3126: 
5'-TGCCCCGTTAGTTGAAGAAG-3'/pNZ R340: 5'-TCA ATCAAAGCAACA 
CGTGC-3', Eurofins Genomics K.K.の受託サービスに合成を依頼した）を用い
たコロニーPCR（Table 3-3）で解析した。コロニーを LBcm液体培地に釣菌し、
16 - 20 hr 振盪（220 rpm）培養後、FastGene Plasmid Mini Kit（FG-90402, 
NIPPON Genetics Co.Ltd）を用いてプラスミドを抽出した。精製プラスミドは
プライマー（pNZ F3126, pNZ R340）を用いてシーケンス解析（Eurofins 
Genomics K.K.に委託）に供した。結果は遺伝子解析ソフト（GENETYX-MAC 
Ver. 18.0.3, GENETYX, Tokyo, Japan）を用いて解析した。挿入遺伝子に変異・
欠損のないことを確認し pNZ8148#2:SEC-IL6scFv（Fig. 3-4）の構築に成功し
た。 
 
3-2-4 gmNZ9000 の構築 
 NZ9000 のコンピテントセルは MoBiTec GmbH の説明書通りに調製した。
pNZ8148#2:SECおよび pNZ8148#2:SEC-IL6scFv は、それぞれ電気穿孔法を
用いてNZ9000 に導入した。すなわち、氷冷した 0.1 cmギャップエレクトロポ
レーションキュベット（1652089, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
USA）にコンピテントセル懸濁液（40 μL）およびプラスミド（100 - 500 ng）
を加え、Gene Pulser Xcell（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用いてパルス（2,000 
V, 25 μF, 200 ）した。キュベットに 500 μL の氷冷GM17 SOC液体培地（20 
mM magnesium chloride（20935-05, Nacalai Tesque, Inc.）、 2 mM calcium 
chloride（06730-15, Nacalai Tesque, Inc.）を含むGM17）を加え、氷上に 5 
min 放置した。30℃で 2 hr 静置培養後、GM17cm寒天培地に播き、さらに一晩
培養した。得られたコロニーは GM17cm 液体培地に釣菌し、一晩培養後、終濃
度が 20%(v/v)になるようグリセロール（09886-05, Nacalai Tesque, Inc.）を
添加し、-80℃で保存した。 
 
3-2-5 gmNZ9000 における組換え遺伝子の発現誘導 
 組換え遺伝子の発現誘導は、2 mL、50 mL もしくは 4 L 系で行った。30℃に



温めたGM17cm液体培地にgmNZ9000の一晩培養液を5%(v/v)接種し、OD600 
= 0.4 になるまで静置培養した。nisin（VS-ELK01000-02, MoBiTec GmbH）
を終濃度 0 - 12.5 ng/mL になるように培養液に加え、さらに 0 - 48 hr 静置培
養した。培養終了後、OD600を測定した。 
 
3-2-6 gmNZ9000 からの細胞抽出液および培養液上清画分の調製 
 
3-2-6-1 ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-
PAGE）/ウエスタンブロッティング用 
 3-2-5 の通り、2 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（8,000 × g, 
4℃, 5 min）により細胞ペレットと培養液上清を分離した。細胞ペレットは 1 mL
の TES（Table 3-4）に懸濁し、遠心（8,000 × g, 4℃, 5 min）することで洗浄
した。得られた細胞ペレットは 70 μL/OD600 = 1 の TES-L（5 mg/mL lysozyme 
chloride（20841-54, Nacalai Tesque, Inc.）および protease inhibitor cocktail
（11836153001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を含む
TES）に再懸濁し、時々ノックをしながら 37℃, 30 min 放置した。放置後、30 
μL/OD600 = 1 の 20%(w/v) sodium dodecyl sulfate（L3771, Sigma-Aldrich 
Co. LLC., St. Louis, MO, USA）を添加し、さらに 100 μL/OD600 = 1 の 2× 
Laemmli sample buffer（196-11022, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka, Japan）を加えた。溶液を 95℃で 5 min 加温し、SDS化した。培養液
上清を 1,500 μL 回収し、氷冷した 100%(w/v) trichloroacetic acid（T4885, 
Sigma-Aldrich Co. LLC.）を 300 μL 加えよく混和した。氷上に 3 hr 放置し、
遠心（20,600 × g, 4℃, 15 min）により沈殿物を回収した。沈殿物を 400 μL
の acetone（00310-95, Nacalai Tesque, Inc.）に懸濁し、遠心（20,600 × g, 
4℃, 15 min）することで洗浄した。洗浄は他に 2回繰り返した。得られた沈殿
物を 50℃で完全に乾燥し、60 μL/OD600 = 1 の TE（sucrose を含まない TES）
に溶解した。等量の 2× Laemmli sample buffer を加え、室温で一晩放置する
ことでSDS化した。 
 
3-2-6-2 精製用 
 3-2-5 の通り、4 L 系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（3,000 × g, 4℃, 
20 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 800 mL の精製用
buffer（IMAC0, Table 3-5）に懸濁し、遠心（3,000 × g, 4℃, 20 min）する
ことで洗浄した。洗浄は他に 1 回繰り返した。得られた細胞ペレットは-80℃で
凍結し、菌体重量の 3 倍量の aluminum oxide（019-01975, Wako Pure 



Chemical Industries, Ltd.）を用いて乳鉢上ですり潰した（on ice, 15 min）。菌
体破砕物は、160 mL の ethylenediaminetetraacetic acid-free protease 
inhibitor cocktail（11836170001, Roche Diagnostics GmbH）を含む IMAC0
で回収した。遠心（15,000 × g, 4℃, 15 min）後、可溶性画分を細胞抽出液と
して回収した。細胞抽出液はシリンジフィルター（pore size: 0.2 μm; 17597-K, 
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany）を用いて清澄化し、
直ちに精製（3-2-9 参照）に用いた。 
 
3-2-6-3 ELISA 用 
 3-2-5 の通り、50 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（3,000 × g, 
4℃, 20 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 10 mL の
phosphate-buffered saline（PBS, Table 3-6）に懸濁し、遠心（3,000 × g, 
4℃, 20 min）することで洗浄した。洗浄は他に 1回繰り返した。得られた細胞
ペレットは 3-2-6-2 と同様に乳鉢を用いて破砕した。菌体破砕物は、10 mL の
protease inhibitor cocktail を含む PBSで回収した。遠心（15,000 × g, 4℃, 
15 min）後、可溶性画分を細胞抽出液として回収し、Pierce BCA Protein Assay 
Kit (23225, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA)を用いてタン
パク質濃度を測定した。 
 
3-2-7 M15-GFP における組換えタンパク質の発現誘導と細胞抽出液の調製 
 M15-GFP における組換えタンパク質の発現誘導は、仲西の方法に従って実施
した(277)。発現誘導終了後、仲西の方法に従って細胞抽出液を調製した(277)。
得られた細胞抽出液は、溶媒を透析により IMAC0 に置き換え、直ちに精製（3-
2-9 参照）に用いた。 
 
3-2-8 SDS-PAGE/ウエスタンブロッティング 
 3-2-6-1 および 3-2-9 で得たサンプルは、15%(v/v)ポリアクリルアミドゲル
（Table 3-7）を用いた SDS-PAGEに供した。SDS-PAGEには Running buffer
（Table 3-8）を用い、定電流下（10 mA）でサンプルを濃縮後、定電圧下（200 
V）でおよそ 50 min 泳動した。泳動終了後、一部のゲルをCoomassie Brilliant 
Blue R250（00352, Polyscience, Inc., Warrington, PA, USA）を用いて染色
し、バンドを観察した。他方で、未染色のゲルを用いて展開したバンドを PVDF
膜（10600029, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）に転写した。転写に
は Transfer buffer（Table 3-9）を用い、定電圧下（100 V）で 1 hr 通電した。
転写終了後、膜を 5%(w/v) skim milk（MORINAGA MILK INDUSTRY Co., LTD., 



Tokyo, Japan）を含む 0.05% (v/v) Tween20（35624-15, Nacalai Tesque, 
Inc.）含 tris-buffered saline（TBS-T, Table 3-10）に室温で 1 hr 浸すことで
ブロッキングした。適量の TBS-T を用いて膜を 3 回洗浄し、mouse anti-His-
tag antibody（1/1000）（652501, BioLegend, San Diego, CA, USA）を含む
TBS-Tに4℃で一晩浸した。適量のTBS-Tを用いて膜を3回洗浄し、horseradish 
peroxidase（HRP）-conjugated goat anti-mouse IgG antibody（1/5000）
（A4416, Sigma-Aldrich Co. LLC.）を含む TBS-T に室温で 1 hr 浸した。発色
基質は ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（RPN2232, GE 
Healthcare）を用い、バンドは ImageQuant LAS 4000 mini（GE Healthcare）
を用いて検出した。ImageJ (278)を用いたデンシトメトリーにて、検出したバン
ドを定量した。 
 
3-2-9 His-tagged タンパク質の精製 
 His-Trap HP カラム（17524701, GE Healthcare）を用いた固定化金属イオ
ンアフィニティークロマトグラフィーの手法にて、細胞抽出液より His-tagged
タンパク質を精製した。クロマトグラフィーは fast protein liquid 
chromatography system（AKTA pure 25, GE Healthcare）を用いて実施し
た。3-2-6-2 および 3-2-7 で得られた細胞抽出液は、Superloop（18111382, 
GE Healthcare）を用いて、IMAC0 で平衡化したカラムにロードした。10 
column volumes（CV）の 20 mM imidazole（19028-22, Nacalai Tesque, 
Inc.）を含む IMAC0 を用いてカラムを洗浄した。カラムに結合したタンパク質
は、リニアグラジエント溶出（imidazole 濃度：20 - 500 mM, 30 CV）の手順
で溶出した。すべての手順において、流速は 1 mL/min で実施した。得られた各
画分（精製前、フロースルー、洗浄および溶出）は、3-2-8 の通り SDS-PAGEお
よびウエスタンブロッティングを用いて解析した。rGFP を含む溶出画分は、滅
菌水を用いて一晩透析し、凍結乾燥にて濃縮した。精製 rGFP の抗 His-tag 抗体
に対する反応性は、ウエスタンブロッティング（3-2-8 参照）および ELISA（3-
2-10 参照）にて検証した。rIL6scFv を含む溶出画分は、PBSを用いて一晩透析
し、限外濾過膜（4305, Merck Millipore Ltd. Co. Cork, Ireland）を用いて濃縮
した。濃縮液中の rIL6scFv 濃度は、精製 rGFP をスタンダードタンパク質とす
るウエスタンブロッティング（3-2-8 参照）により決定した。 
 
3-2-10 ELISA 
 His-tagged タンパク質を検出するために、一般的な ELISA の手法を用いた
(279)。 



3-2-10-1 His-tagged タンパク質の抗His-tag 抗体に対する反応性の検討 
 3-2-6-3 で調製した細胞抽出液（20 μg/100 μL）もしくは 3-2-9 で精製した
rGFP（various amounts/100 μL）を 96-well immuno-plate（442404, Nunc 
A/S, Roskilde, Denmark）に播き、4℃で一晩放置することで固相化した。各well
を 0.05 %Tween20（35624-15, Nacalai Tesque, Inc.）を含む PBS（PBS-T）
で 3回洗浄した。各well に 3 % bovine serum albumin（010-15153, Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.）を含む PBS-T（Blocker）を播き（200 μL）、
室温で 2 hr 放置することでブロッキングした。PBS-T を用いて各well を 3回洗
浄後、Blocker で 1,000 倍希釈したmouse anti-His-tag antibody（652501, 
BioLegend）を播き（100 μL）、室温で 2 hr 放置した。PBS-T を用いて各well
を5回洗浄後、Blockerで5,000倍希釈したHRP-conjugated goat anti-mouse 
IgG antibody（A4416, Sigma-Aldrich Co. LLC.）を播き（100 μL）、室温で 1 
hr 放 置 し た 。 PBS-T を 用 い て 各 well を 7 回 洗 浄 後 、 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine（05298-80, Nacalai Tesque, Inc.）を播き（100 μL）、
室温で 15 min 放置した。酵素反応は 2 N sulfuric acid（100 μL）（95626-06, 
Nacalai Tesque, Inc.）を用いて停止し、iMark Microplate Reader（Bio-Rad 
Laboratories, Inc.）を用いて波長 450 nmの吸光度を測定した。 
 
3-2-10-2 rIL6scFv のmIL-6 に対する結合性の検討 
 96-well immuno-plate（442404, Nunc A/S）に 1 ng/mL rmIL-6（406-ML, 
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA）を播き（100 μL）、4℃で一晩放
置することで固相化した。PBS-T を用いて各 well を 3 回洗浄後、Blocker を播
き（200 μL）、室温で 2 hr 放置することでブロッキングした。PBS-T を用いて
各well を 3回洗浄後、3-2-6-3 で調製した細胞抽出液（200 μg/100 μL）もし
くは 3-2-9 で精製した組換えタンパク質（various amounts/100 μL）を播き、
室温で 2 hr 放置した。PBS-T を用いて各well を 5 回洗浄後、3-2-10-1 と同様
に、抗His-tag 抗体を用いてHis-tagged タンパク質を検出した。 
 
3-2-11 統計解析 
 すべての統計解析は、統計解析ソフトウェア（ystat2004.xls, Igakutosho 
Shuppan, Tokyo, Japan）を用いて実施した。群間の統計学的有意差は、
Student's t test もしくは一元配置分散分析に引き続くDunnett's test を用いて
検出した。有意水準 は 0.05 を用いた。 
  



CAGGTCCAATTGAAAGAATCAGGGCCTGGATTAGTCCCTTCACAATCATTGAGTATTACATGTACTGTTAGT

GACTTTAGCTTAACCAATTATGGTGTTCATTGGGTTCGTCAATCACCAGGTAAAGGCTTAGAATGGTTAGGA

GTTATTTGGTCTGGTGGGTCAACAGACTATAATGCAGCTTTCATTTCACGTCTTTCTATTAGCAAAGATAAC

TCTAAATCTCAAGTGTTCTTTGAGATGAACTCATTGCAAGCTGATGATACTGCCATCTATTACTGTGCAAGA

AATGGTAATCGATATTACGGATATGCGTTAGATTATTGGGGTCAAGGGACTTCTGTTACAGTCTCATCTGGT

GGTGGCGGAAGTGGTGGTGGTGGTTCAGGAGGTGGAGGATCTGATGTAGTGATGACACAAACTCCCTTATCA

TTACCTGTATCTTTAGGCGATCAAGCAAGCATTTCTTGTCGTAGTTCACAAAGTATTGTTCACAGTAATGGG

AATACGTATTTAGAATGGTATCTTCAGAAACCAGGCCAATCACCGAAACTCTTGATCTATACCGTTTCTAAT

CGTCTTTCAGGAGTACCAGATCGCTTTTCAGGGAGTGGTTCAGGCACTGACTTTACACTTAAGATATCAAGA

GTAGAAGCTGAAGATCTTGGAGTTTACTATTGCTTTCAAGGAAGTCATGGACCATATACGTTTGGAGGAGGA

ACAAAACTCGAAATTAAGCTGCAGACCTGCGGCCGC 

 

Fig. 3-3 A DNA sequence coding for IL6scFv (accession number: LC175907) was 

synthesized upon codon optimization for L. lactis subsp. cremoris MG1363.  

  



 

 
Fig. 3-4 Schematic representations of lactococcal gene expression vectors. A 

lactococcal secretion plasmid, pNZ8148#2:SEC (A), was integrated a DNA fragment 

coding for IL6scFv gene in MCS to construct an IL6scFv-secretion vector, 

pNZ8148#2:SEC-IL6scFv (B). P: nisin A promoter, SP: sequence of the signal peptide 

from the USP45 protein, His-tag: hexahistidine tag, MCS: multiple cloning site, T: 

terminator, rep: replication gene, cat: chloramphenicol acetyltransferase gene. The 

figure is taken from Shigemori et al (229). 
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Table 3-1 Reaction solution and conditions for restriction enzymatic reaction. 

 

Component of reaction solution  

10× M buffer (TaKaRa Bio Inc.) 2 μL 
DNA 1 ng 

KpnI (1068A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
HindIII (1060A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
Ultrapure water up to 20 μL 

 

Condition for reaction  

37 °C overnight 

75 °C 15 min 

 

 

 

Table 3-2 Reaction solution and conditions for ligation. 

 

Component of reaction solution  

10× buffer (Promega Corporation) 2 μL 
DNA 8 μL  
T4 DNA Ligase (M180A, Promega Corporation) 1 μL  

 

Condition for reaction  

4 °C overnight 

  



Table 3-3 Reaction solution and conditions for colony-direct PCR. 

 

Component of reaction solution  

EmeraldAmp PCR Master Mix (RR300A, TaKaRa Bio Inc.) 5 μL 

Primer mixture (pNZ F3126/pNZ R340, 10 μM each) 0.5 μL 
Ultrapure water 4.5 μL 
Colony trace 

 

Condition for reaction  

95 °C 5 min 

95 °C 30 sec 

60 °C 30 sec 

72 °C 1 min 

40 cycles  

4 °C soak 

  



Table 3-4 Composition of TES. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 10 mM  

Ethylenediaminetetraacetic acid (14347-21, Nacalai Tesque, Inc.) 1 mM 

Sucrose (30404-45, Nacalai Tesque, Inc.) 25 % 

in distilled water  

pH 8.0 

 
 
 
Table 3-5 Composition of IMAC0. 
 

Sodium phosphate (31801-05, Nacalai Tesque, Inc.) 20 mM  

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 500 mM 

in distilled water  

pH 8.0  
 
 
 
Table 3-6 Composition of PBS. 
 

Disodium phosphate (31801-05, Nacalai Tesque, Inc.) 10 mM  

Monopotassium phosphate (28721-55, Nacalai Tesque, Inc.) 1.8 mM 

Potassium chloride (28538-75, Nacalai Tesque, Inc.) 2.7 mM 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 137 mM 

in distilled water  

pH 7.4  
  



Table 3-7 Composition of polyacrylamide gel. 

 

Component of running gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
4,000 μL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,000 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 80 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 27 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
4 μL 

Distilled water 1,920 μL 

 
Component of stacking gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
400 μL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 625 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 25 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 8.3 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
2.5 μL 

Distilled water 1,440 μL 

  



Table 3-8 Composition of Running buffer. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 1 g 

Distilled water up to 1 L 

 
 
 
Table 3-9 Composition of Transfer buffer. 
 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Methanol (21914-03, Nacalai Tesque, Inc.) 100 mL 

Distilled water up to 1 L 

 

 

 

Table 3-10 Composition of TBS-T 

 
Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Potassium chloride (28538-75, Nacalai Tesque, Inc.) 0.2 g 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 8 g 

Tween20 (35624-15, Nacalai Tesque, Inc.) 0.5 mL 

Distilled water up to 1 L 

pH 7.4 

  



3-3 結果 
 
3-3-1 NZ-IL6scFv はナイシン刺激依存的に rIL6scFv を産生・分泌する 
 ウエスタンブロッティングにおいて、ナイシン添加培地で培養した NZ-
IL6scFv 由来の細胞抽出液より rIL6scFv の分泌前駆体（34.0 kDa）および分泌
型 rIL6scFv（31.2 kDa）の分子量に一致するバンドを観察した（Fig. 3-5 B）。
また、同培養液由来の培養液上清画分からは、分泌型 rIL6scFv に一致するシン
グルバンドを検出した（Fig. 3-5 D）。一方で、ナイシン添加培地で培養したNZ-
VC およびナイシン無添加培地で培養した 2種の gmNZ9000 の細胞抽出液およ
び培養液上清画分からは、rIL6scFv に一致するバンドは検出されなかった（Fig. 
3-5 B,D）。CBB染色では、いずれのサンプルからも rIL6scFv のバンドを同定す
ることはできなかった（Fig. 3-5 A,C）。 
 
3-3-2 NZ-IL6scFv における rIL6scFv の最適分泌条件の決定 
 NZ-IL6scFv における rIL6scFv の最適分泌条件を決定するために、組換え遺伝
子の発現誘導剤として用いるナイシンの添加濃度と、ナイシン添加後の培養時間
について検討した。様々な濃度のナイシン（終濃度 0 - 12.5 ng/mL）を添加後、
3 hr インキュベートした培養液のOD600は、ナイシン添加濃度依存的に減少した
（Fig. 3-6 A）。とくに、ナイシン無添加培養液と比較して、0.78 ng/mL以上の
ナイシンを添加した培養液において、顕著な細胞増殖の阻害が観察された（Fig. 
3-6 A）。一方で、細胞および培養液上清における rIL6scFv の産生量は、ナイシ
ン添加濃度依存的に増加した（Fig. 3-6 B）。しかし、1.56 ng/mL以上のナイシ
ンを用いて誘導したNZ-IL6scFv の培養液上清において、rIL6scFv の分泌前駆体
のバンドを確認した（Fig. 3-6 B, Sup）。1 ng/mL ナイシンを添加後の培養液
OD600は、7 hr まで時間依存的に増加した（Fig. 3-6 C）。7 hr 以降は、OD600 = 
2.0 ~ 2.5 に安定した（Fig. 3-6 C）。細胞における rIL6scFv は、ナイシン刺激後
1 hr で高発現し、8 hr 以降では漸減した（Fig. 3-6 D, Cell）。一方で、培養液上
清における分泌型 rIL6scFv の産生量は時間依存的に増加し、12 hr 以降では
rIL6scFv の分泌前駆体のバンドも確認された（Fig. 3-6 D, Sup）。 
 
3-3-3 抗 His-tag 抗体に反応性を有する rGFP の精製 
 rIL6scFv に対するコントロールタンパク質を得るために、M15-GFP よりHis-
tagged rGFP を精製した（Fig. 3-7 A）。精製過程における溶出画分から高純度
の rGFP を得た（> 99%）（Fig. 3-7 A）。ELISA およびウエスタンブロッティン
グを用いて、精製 rGFP の抗 His-tag 抗体に対する反応性を検討した（Fig. 3-7 



B,C）。いずれの解析においても、rGFP 量と抗 His-tag 抗体の反応性の間に高い
相関が見られた（Fig. 3-7 B,C）。以上の結果から、精製 rGFP は His-tagged コ
ントロールタンパク質として利用可能であることが示された。 
 
3-3-4 NZ-IL6scFv からの rIL6scFv の精製 
 His-Trap HP カラムを用いて、ナイシン誘導したNZ-IL6scFv の細胞抽出液よ
り rIL6scFv を精製した。精製過程で得られた溶出液は 3 つに分画し（Fig. 3-8 
A）、精製度の最も高い F-3 を以後の試験に用いた（Fig. 3-8 B）。F-3 は限外濾過
にて濃縮後、rGFP をコントロールタンパク質とするウエスタンブロッティング
に供し、同濃縮液の rIL6scFv 濃度を 3 μg/mLと決定した（Fig. 3-8 C）。 
 
3-3-5 NZ-IL6scFv が産生する rIL6scFv は rmIL-6 に対して免疫活性を有する 
 rIL6scFv の rmIL-6 に対する免疫活性は、Fig. 3-9 A の通り ELISA を用いて
検討した。本システムに精製 rIL6scFv を適応すると、タンパク質濃度依存的に
A450値が上昇した（Fig. 3-9 B）。一方で、精製 rGFP を適応した時の A450値は、
測定したすべての濃度においてベースラインだった（Fig. 3-9 B）。続いて、
gmNZ9000 由来の細胞抽出液を His-tagged タンパク質の供給源として用い、
rIL6scFv の免疫活性を検討した（Fig. 3-10）。NZ-VCおよびNZ-IL6scFv にお
いてナイシン刺激により産生した His-tagged タンパク質は、抗 His-tag 抗体に
反応性を有することを確かめた（Fig. 3-10 A）。これらHis-tagged タンパク質
の内、rIL6scFv のみが rmIL-6 に反応性を有することが明らかになった（Fig. 3-
10 B）。以上の結果から、NZ-IL6scFv の産生する rIL6scFv は rmIL-6 に対して
免疫活性を有することが示された。 
  



 

 
Fig. 3-5 Detection of rIL6scFv. Gene expression was induced in NZ-VC (VC) and NZ-

IL6scFv (IL6scFv) with (+) or without (-) nisin. Cellular extracts (A, B) and culture 

supernatants (C, D) were analyzed with SDS-PAGE (A, C) or western blotting using an 

anti-His tag Ab (B, D). The black and pink arrows indicate the secretion precursor of 

rIL6scFv (34.0 kDa) and the secretion form of rIL6scFv (31.2 kDa), respectively. M: 

molecular weight marker. The figure is taken from Shigemori et al (229). 
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Fig. 3-6 Optimization of the conditions for rIL6scFv secretion in NZ-IL6scFv. (A, B) NZ-

IL6scFv was cultured with various concentrations of nisin (0 to 12.5 ng/mL). (A) After 

3 hr incubation at 30°C, an OD600 in each culture was measured. *P < 0.05, **P < 0.01 

vs. 0 ng/mL nisin. (B) Cellular extracts (Cell) and culture supernatants (Sup) were 

prepared from each culture, and analyzed with western blotting using an anti-His tag 

Ab. (C, D) NZ-IL6scFv was cultured with 1 ng/mL nisin for 0 to 48 hr. (C) An OD600 in 

the culture was measured at indicated time points. (D) Cellular extracts (Cell) and 

culture supernatants (Sup) were prepared from indicated time points, and analyzed 

with western blotting using an anti-His tag Ab. (A, C) Data are the mean ± SD from 

three independent experiments. (B, D) Black and pink arrows indicate the secretion 

precursor of rIL6scFv (34.0 kDa) and the secretion form of rIL6scFv (31.2 kDa), 

respectively. Similar results were obtained from three independent experiments, and 

representative data are shown. The figure is taken from Shigemori et al (229). 
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Fig. 3-7 Purification and characterization of rGFP expressed by M15-GFP. His-tagged 

rGFP was expressed in M15-GFP, and purified from crude lysates of the M15-GFP cells 

by immobilized metal ion affinity chromatography. (A) Fractions obtained from the 

purification procedure were analyzed by SDS-PAGE. (B, C) Different amount of 

purified rGFP was subjected to western blotting (B) and ELISA (C) with an anti-His tag 

Ab. Similar results were obtained from three independent experiments, and 

representative data are shown. (A, B) Green allows indicate rGFP (30.7 kDa). 
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Fig. 3-8 Purification of rIL6scFv. rIL6scFv was purified from cellular extracts prepared 

from nisin-induced NZ-IL6scFv by an immobilized metal ion affinity chromatography 

technique. (A) A chromatogram in the elution phase in the chromatography. The 

eluent was collected in three fractions (F-1 to F-3). (B) Fractions obtained from the 

chromatography were analyzed with SDS-PAGE (upper) and western blotting using an 

anti-His tag Ab (lower). (C) rIL6scFv concentration in the F-3 concentrate was 

determined by western blotting with an anti-His tag Ab. Various amounts of rGFP 

purified from M15-GFP were used as a standard protein. Ten microliters of a two-fold-

diluted F-3 concentrate was applied to SDS-PAGE. Densitometric analysis was 

performed to draw a standard curve, from which the rIL6scFv concentration in the F-

3 concentrate was determined as 3 μg/mL. (B, C) Black, pink, and green arrows indicate 

the secretion precursor of rIL6scFv (34.0 kDa), the secreted form of rIL6scFv (31.2 kDa), 

and rGFP (30.7 kDa), respectively. The part of the figure (A, B) is taken from Shigemori 

et al (229). 
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Fig. 3-9 Immunoreactivity assays of rIL6scFv. (A) A schematic representation of the 

assay based on an ELISA technique. A solid phase-immobilized rmIL-6 was reacted 

with the His-tagged proteins. The rmIL-6-binding proteins were then detected with an 

anti-His tag Ab. (B) Different concentrations of purified rIL6scFv (pink) and rGFP 

(green) were applied to the ELISA system to determine their rmIL-6 reactivity. Similar 

results were obtained from two or three independent experiments, and representative 

data are shown. The figure is taken from Shigemori et al (229). 
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Fig. 3-10 (A) The reactivity of cellular extracts from gmNZ9000 strains with anti-His 

tag antibody was examined by ELISA. Cellular extracts (20 μg of protein) from nisin-

non-induced (-) or nisin-induced (+) gmNZ9000 strains were immobilized on ELISA 

plates, and were further detected with anti-His tag antibody. ** and ## mean 

significant differences versus VC (-) or IL6scFv (-), respectively (P < 0.01). (B) A solid 

phase-immobilized rmIL-6 was reacted with the cellular extracts (200 μg of protein) 

from nisin-induced (+) gmNZ9000 strains that were used as a source of His-tagged 

protein. The rmIL-6-binding proteins were then detected with an anti-His tag Ab. **P 

< 0.01. (A, B) Similar results were obtained from two or three independent 

experiments, and representative data are shown. The part of the figure (B) is taken 

from Shigemori et al (229). 
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3-4 考察 
 gmLABは、scFv の産生プラットフォームとして高い適合性を有していると言
える。第一に、乳酸菌における遺伝子組換え技術の発達から、組換えタンパク質
の効率的な産生システムが数多く存在する。とくに、L. lactis における nisin-
controlled gene expression (NICE) systemは、最も効率的な遺伝子発現シス
テムのひとつとして頻繁に用いられている(13)。第二に、gmLAB は組換えタン
パク質の粘膜運搬媒体として生体に直接投与することが可能であり（組換えタン
パク質の精製が不要）、従来の抗体医薬と比較して、製造コストを大幅に低減でき
る可能性がある。これまで、いくつかの研究において、scFv を産生する gmLAB
の構築が報告され、モデル動物を用いた前臨床研究にて疾患の予防・軽減効果が
検討されてきた(143, 146, 147, 280)。例えば、Kruger et al は、Streptococcus 
mutans の streptococcal antigen I/II adhesin molecule に対する scFv を産生
する gmLAB（Lactobacillus zeae）を構築し、同 gmLABの経口投与はウサギ
におけるう蝕を軽減することを示した(143)。しかし、抗サイトカイン scFv を産
生するgmLABの構築はこれまで報告が無く、その利用価値も見出されていない。 
 本研究は、NICE system を基盤として、抗 IL-6 scFv 抗体を分泌する gm-L. 
lactis の構築に取り組んだ。結果として、ナイシン刺激依存的に rIL6scFv を産
生・分泌する gm-L. lactis（NZ-IL6scFv）の構築に成功した。続いて、rIL6scFv
の産生・分泌効率の向上を目的に、組換えタンパク質の発現誘導条件を検討した。
rIL6scFv の発現・分泌量は、組換え遺伝子の発現誘導剤として用いるナイシンの
添加濃度依存的に増加した。一方で、1.56 ng/mL以上のナイシン存在下では、
細胞の分泌機構を介さない細胞内タンパク質（rIL6scFv の分泌前駆体）の漏出が
観察された。ナイシンは、一部の L. lactis が産生する抗菌性ペプチド（バクテリ
オシン）であり、細胞膜の孔形成や細胞壁の合成阻害を介してその抗菌性を発揮
する(30, 281)。ナイシン添加濃度依存的に NZ-IL6scFv の増殖が阻害されたこ
とを加味して、rIL6scFv 分泌前駆体の培養液上清への漏出は、高濃度のナイシン
による細胞の障害が原因であることが考えられた。以上の結果から、rIL6scFv 分
泌における最適ナイシン濃度は 1 ng/mLと決定した。1 ng/mLのナイシン存在
下において、NZ-IL6scFv は 7 hr まで増殖し、伴って、rIL6scFv の分泌量が増
加した。一方で、8 hr 以降は定常期/死滅期に入り、細胞内における rIL6scFv の
産生量は漸減した。また、12 hr 以降の培養液上清において rIL6scFv の分泌前
駆体が検出され、溶菌による受動的な漏出が示唆された。従って、rIL6scFv 分泌
における最適誘導時間を対数増殖期後期の 6 - 7 hr に決定した。 
 抗体と比較して小さな分子である scFv は、組織への高い浸透性や低い免疫原
性等の臨床応用において好ましい性質を有している(282)。従って、抗体として完



全な活性を有する scFv は、抗体医療における代替薬としての利用が期待されて
いる。そこで本研究は、rIL6scFv の抗体としての免疫活性を、ELISA を用いて検
討した。本 ELISA システムにおいて、rIL6scFv は rmIL-6 に結合し、抗His-tag
抗体に検出されることが明らかになった。一方で、コントロールタンパク質とし
て用いた rGFPおよびNZ-VC由来のHis-taggedタンパク質は rmIL-6への結合
は観察されなかった。すなわち、NZ-IL6scFv が産生する rIL6scFv は、抗マウス
IL-6 抗体としての免疫活性を有することが証明された。 
 IL-6 シグナリングは、粘膜における慢性炎症疾患、自己免疫疾患およびガンの
病理形成において重要な役割を担っていると考えられている(251, 283-285)。例
えば、IL-6 は炎症性腸疾患において、T 細胞の分化や活性化、増殖を調節するこ
とで、消化管粘膜における炎症を助長することが知られている(284)。喘息患者で
は、mixed eosinophilic-neutrophilic bronchitis の増悪を介して肺機能を障害
することが報告された(273)。他にも、IL-6 依存的な STAT3 の活性化はガン細
胞の増殖と生存を促進することから、腫瘍の発生に関連付けられている(285)。重
要なことに、IL-6 シグナリングのブロッキング抗体の投与は、これら疾患のモデ
ル動物において治療効果を発揮することが報告されている(271, 273, 286, 287)。
これらの事実から、NZ-IL6scFv を用いた rIL6scFv の粘膜標的化は、粘膜におけ
る慢性炎症やガンの予防・軽減において効果的な戦略になるかもしれない。 
 まとめると、本研究は rIL6scFv を産生・分泌する gm-L. lactis（NZ-IL6scFv）
の構築に成功した。また、NZ-IL6scFv における rIL6scFv の最適分泌条件を決定
した。重要なことに、rIL6scFv の抗マウス IL-6 抗体としての免疫活性を証明し
た。本研究は、gmLABにおける抗サイトカイン scFv の産生・分泌を示した世界
初の成果となった。NZ-IL6scFv は rIL6scFv の効率的な産生体および粘膜運搬媒
体の研究開発において魅力的なツールになるかもしれない。本研究成果が安価な
抗体医薬の実現に向けた基礎的知見になることを願っている。 



第四章 

ウシ ラクトグロブリンを分泌する Lactococcus lactis

組換え体の構築と組換えタンパク質の生理活性の検討 



4-1 緒言 
 ラクトグロブリン（BLG）は、ウシをはじめとする反芻動物および幾つかの
非反芻動物（ブタ、ウマ、イルカ、ネコ等）の乳に含まれるタンパク質である(288, 
289)。しかし、BLGはヒトの乳には全くもしくはごく微量にしか存在しないこと
が報告されている。反芻動物の乳において、BLGは主要なホエイタンパク質であ
る。例えば、牛乳において、BLGはホエイタンパク質の約 50%、総タンパク質の
7 ~ 12 %を占める（2 ~ 4 g/L）(290)。BLGは、162アミノ酸残基から成る比
較的小さな球状タンパク質で、分子質量はおよそ 18 kDa である(290)。BLGは
pHの変化により単量体もしくは多量体を形成する性質を持つ。すなわち、pH 3.7 
~ 5.1 では二量体から八量体、pH 5.1 ~ 6.5 では二量体を形成するが、pH 3.5 以
下および pH 7.0 以上では単量体に解離する(291)。現在に至るまで、BLG の生
理的存在意義は明確にされていない。しかし、BLGの 3次構造は、レチノール結
合タンパク質やビリン結合タンパク質、ヘモシアニン結合タンパク質と高い相同
性を有することから、疎水性小分子の輸送や蓄積の役割を担っていると考えられ
ている(292)。 
 これまで、BLGやそれに由来するペプチドは異なる生理活性を発揮することが
報告されている。例えば、BLGは牛乳アレルギーの主要な原因物質（アレルゲン）
であり、同疾患の根本治療を目的とした減感作療法における治療タンパク質とし
ての利用が期待されている(293, 294)。一方で、酵素分解により生じた BLG 由
来ペプチドは、降圧作用、抗酸化作用、抗菌作用、抗糖尿病作、鎮痛作用など、
多彩な生体調節作用を発揮することが報告されている（Table 4-1）(288, 295)。
とくに、ペプシンやトリプシンといった消化酵素の分解により生じた BLG ペプ
チドは、dipeptidyl peptidase IV（DPP-IV）の活性を阻害することが報告されて
おり、2型糖尿病治療の代替物として期待されている(296-300)。DPP-IV（別名
CD26）は、生体内に恒常的に存在するセリンプロテアーゼであり、インクレチン
を基質とする(301)。インクレチンは、食餌刺激などに反応した腸管上皮の L 細
胞もしくは K 細胞が分泌する消化管ホルモンであり、主に glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide と glucagon-like peptide-1 から成る。インクレチ
ンは、膵臓に作用点を持ち、 細胞によるインスリン分泌を促進し、 細胞による
グルカゴン産生を抑制する(302)。すなわち、DPP-IV 阻害剤は、インクレチンの
保護を介して生体の糖代謝を改善することが期待される。実際に、ビルダグリプ
チン、サキサグリプチン、アログリプチン、リナグリプチンといった DPP-IV 阻
害薬は、2型糖尿病の治療薬として臨床応用されている。 
 これまでに、BLG を産生する乳酸菌組換え体（genetically modified lactic 
acid bacteria: gmLAB）の粘膜（経口もしくは経鼻）投与は、牛乳アレルギーモ



デル（BLG感作マウス）におけるアレルギー反応を予防・軽減することが示され
ている(126, 127, 130, 132, 303)。すなわち、gmLABを用いたBLGの粘膜デ
リバリーは、牛乳アレルギーの予防や治療に向けた新アイディアとして注目され
ている。しかし、gmLABが産生するBLGについて、生体調節機能に関する報告
は存在しない。そこで本研究は、ウシBLG（bBLG）を分泌する gm-Lactococcus
（L.）lactis（NZ-BLG）を構築し、組換え bBLG（rBLG）とその酵素分解物の生
理活性（アレルゲン性およびDPP-IV 阻害活性）を検討することを目的とした。 



Table 4-1 Bioactive peptides derived from BLG (288, 295). 

 
Fragment Sequence Enzyme Activity Ref. 

f(145-149) MHIRL 

Corolase PP 

Antioxidant 

(304) f(42–46) YVEEL 

f(19–29) WYSLAMAASDI 

f(151–155) FNPTQ 

Thermolysin (305) f(58–61) LQKW 

f(95–101) LDTDYKK 

f(15–20) VAGTWY Trypsin (306) 

f(19–22) WYSL Alcalase (307) 

f(9–14) GLDIQK 

Pepsin and 

trypsin 

Anti-hypertensive 

(Inhibition of 

angiotensin I-

converting enzyme) 

(308) 
f(15–20) VAGTWY 

f(71–75) IIAEK 
(306) 

f(78–83) IPAVFK 

f(78–80) IPA Proteinase K (309) 

f(102–105) YLLF 
Synthetic (310) 

f(146–149) HIRL 

f(142–148) ALPMHIR Trypsin (311) 

f(106–111) CMENSA 
Pepsin, then 

trypsin and 

chymotrypsin 
(312) 

f(142–146) ALPMH 

f(94–100) VLDTDYK 

f(15–19) VAGTW 

f(81–83) VFK 

Trypsin f(22–25) LAMA 

f(32–40) LDAQSAPLR 

f(33–42) DAQSAPLRVY 

Protease 

preparation from 

Cynara 

cardunculus 

(313, 

314) 

f(148–153) RLSFNP 

Crude 

proteinases from 

Lactobacillus 

helveticus LB10 

(315) 



f(84–91) IDALNENK 
Commercial 

preparation from 

bovine pancreas 

(trypsin + 

chymotrypsin) 

Antimicrobial 

(316) 

f(125–135) TPEVDDEALEK 

f(14–18) KVAGT 

Porcine pepsin (317) 

f(123–125) VRT 

f(147–149) IRL 

f(50–54) PEGDL 

f(143–146) LPMH 

f(134–136) EKF 

f(15–20) VAGTWY 

Bovine trypsin (318) 
f(25–40) AASDISLLDAQSAPLR 

f(78–83) IPAVFK 

f(92–100) VLVLDTDYK 

f(78–80) IPA In silico 

Antidiabetic 

(Inhibition of

dipeptidyl 

Peptidase-IV) 

(319) 

f(15–20) VAGTWY 

Trypsin 

(300, 

306) 

f(78–82) IPAVF (299) 

f(78–83) IPAVFK (299, 

306) f(125–135) TPEVDDEALEK 

f(92–100) VLVLDTDYK (299) 

f(46–54) LKPTPEGDL 

Pepsin (297) f(46–57) LKPTPEGDLEIL 

f(78–86) IPAVFKIDA 

f(71–75) IIAEK 

Trypsin 
Hypo-

cholesterolemic 
(320) 

f(9–14) GLDIQK 

f(142–146) ALPMH 

f(41–60) 
VYVEELKPTPEGDLEIL

LQK 

f(102–105) YLLF 
Pepsin + trypsin 

or chymotrypsin 
Opioid 

(321, 

322) 

     

     



     

f(146–149) HIRL Chymotrypsin 

Opioid 

Antihypertensive 

Analgesic 

Antinociceptive 

Hypo-

cholesterolemic 

(323, 

324) 

   



4-2 材料と方法 
 
4-2-1 倫理的承認 
 全ての遺伝子組換え実験は、「信州大学遺伝子組換え実験等安全管理規程」に則
り、機関長の承認を受けて法令・指針等の申請に基づいた制限環境下にて行った
（承認番号：11-009）。全ての動物実験は、「信州大学動物実験等実施規程」に則
り、機関長の承認を受けて法令・指針等の申請に基づいた制限環境下にて実施し
た（承認番号：230005）。 
 
4-2-2 菌株と培養条件 
 組換え遺伝子の発現宿主は L. lactis subsp. cremoris NZ9000（NZ9000; VS-
ELS09000-01, MoBiTec GmbH, Goettingen, Germany）用いた。NZ9000 は
0.5% glucose（16805-35, Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan）を含むM17
培地（CM0817, Oxoid Limited, Hampshire, UK）（GM17）で培養した。必要
に応じて、GM17に chloramphenicol（08027-14, Nacalai Tesque, Inc.）（20 
μg/mL）を添加した（GM17cm）。Escherichia（E.）coli JM109（JM109; 9052, 
TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan）およびMC1061（MC1061; VS-ELS10610-
01, MoBiTec GmbH）は、Luria-Bertani（LB）培地（1.10285.055, Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany）で培養した。必要に応じて、LB培地に chloramphenicol
（25 μg/mL）もしくは ampicillin（02739-74, Nacalai Tesque, Inc.）（50 
μg/mL）を添加した。寒天培地は、液体培地に 1.5%(w/v)の寒天（01162-15, 
Nacalai Tesque, Inc.）を添加し作成した。 
 
4-2-3 遺伝子発現ベクターの構築 
 一般的な遺伝子工学技術は過去の知見に従った(210)。 
 nisAのプロモーター（Pnis）配列およびUsp45のシグナルペプチド配列（SPusp45）
の融合体をコードする遺伝子（Fig. 4-1）を合成した。bBLGをコードする遺伝子
（accession number: EU883598）は L. lactis subsp. cremoris MG1363 の
コドン使用頻度に最適化し合成した（Fig. 4-2）。遺伝子合成は Eurofins 
Genomics K.K.（Tokyo, Japan）に委託し、合成遺伝子はプラスミド（Pnis-SPusp45: 
pEX-A, bBLG: pGEM-T easy）を用いてクローニングした。納品されたプラスミ
ドは E. coli JM109 を用いて増幅し、以後の実験に用いた。 
 はじめに、組換え遺伝子の分泌型発現ベクター（pNZ8148#2:SEC, Fig. 4-3）
の構築に取り組んだ。乳酸菌用遺伝子発現ベクター（pNZ8148#2:CYT (133)）
および pEX-A-Pnis-SPusp45は制限酵素（BglII: 1021A, NcoI: 1160A, TaKaRa Bio 



Inc.）を用いて切断した（restriction enzymatic reaction-A, Table 4-2）。目的
断片は1% agarose（346-07831, Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）
ゲルを用いた電気泳動にて確認後、FastGene Gel/PCR Extraction Kit（FG-
91202, NIPPON Genetics Co.Ltd, Tokyo, Japan）を用いて精製した。精製
DNA断片は T4 DNA Ligase（M180A, Promega Corporation, Madison, WI, 
USA）を用いてライゲーション（Table 4-3）し、E. coli MC1061 へ導入した。
LBcm 寒天培地上に得られたコロニーはプライマー（pNZ F3126: 5'-
TGCCCCGTTAGTTGAAGAAG-3'/pNZ R340: 5'-TCAATCAAAGCAACACG 
TGC-3', Eurofins Genomics K.K.の受託サービスに合成を依頼した）を用いたコ
ロニーPCR（Table 4-4）で解析した。コロニーを LBcm液体培地に釣菌し、16 
- 20 hr 振盪（220 rpm）培養後、FastGene Plasmid Mini Kit（FG-90402, 
NIPPON Genetics Co.Ltd）を用いてプラスミドを抽出した。 
 続いて、bBLG 発現ベクターの構築に取り組んだ。pNZ8148#2:SEC および
pGEM-T easy-BLGは制限酵素（KpnI: 1068A, HindIII: 1060A, TaKaRa Bio 
Inc.）を用いて切断した（restriction enzymatic reaction-B, Table 4-5）。以後、
上述と同様に、ライゲーション、コロニーPCR、プラスミドの精製を行った。 
 精製プラスミドはプライマー（pNZ F3126, pNZ R340）を用いてシーケンス
解析（Eurofins Genomics K.K.に委託）に供した。結果は遺伝子解析ソフト
（GENETYX-MAC Ver. 18.0.3, GENETYX, Tokyo, Japan）を用いて解析した。
挿入遺伝子に変異・欠損のないことを確認し pNZ8148#2:SEC（Fig. 4-3 A）お
よび pNZ8148#2:SEC-BLG（Fig. 4-3 B）の構築に成功した。 
 
4-2-4 gmNZ9000 の構築 
 NZ9000 のコンピテントセルは MoBiTec GmbH の説明書通りに調製した。
pNZ8148#2:SEC および pNZ8148#2:SEC-BLG は、それぞれ電気穿孔法を用
いてNZ9000 に導入した。すなわち、氷冷した 0.1 cmギャップエレクトロポレ
ーションキュベット（1652089, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
USA）にコンピテントセル懸濁液（40 μL）およびプラスミド（100 - 500 ng）
を加え、Gene Pulser Xcell（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用いてパルス（2,000 
V, 25 μF, 200 ）した。キュベットに 500 μL の氷冷GM17 SOC液体培地（20 
mM magnesium chloride（20935-05, Nacalai Tesque, Inc.）、 2 mM calcium 
chloride（06730-15, Nacalai Tesque, Inc.）を含むGM17）を加え、氷上に 5 
min 放置した。30℃で 2 hr 静置培養後、GM17cm寒天培地に播き、さらに一晩
培養した。得られたコロニーは GM17cm 液体培地に釣菌し、一晩培養後、終濃
度が 20%(v/v)になるようグリセロール（09886-05, Nacalai Tesque, Inc.）を



添加し、-80℃で保存した。 
 
4-2-5 gmNZ9000 における組換え遺伝子の発現誘導 
 組換え遺伝子の発現誘導は、2 mL もしくは 4 L 系で行った。30℃に温めた
GM17cm液体培地に gmNZ9000 の一晩培養液を 5%(v/v)接種し、OD600 = 0.4
になるまで静置培養した。粗 nisin（2.5%(w/w)のナイシンを含む, VS-
ELK01000-02, MoBiTec GmbH）を終濃度 0 - 500 ng/mLになるように培養
液に加え、さらに 3 hr 静置培養した。培養終了後、OD600を測定した。 
 
4-2-6 細胞抽出液および培養液上清画分の調製 
 
4-2-6-1 ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳（SDS-PAGE）
/ウエスタンブロッティング用 
 4-2-5 の通り、2 mL系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（8,000 × g, 
4℃, 5 min）により細胞ペレットと培養液上清を分離した。細胞ペレットは 1 mL
の TES（Table 4-6）に懸濁し、遠心（8,000 × g, 4℃, 5 min）することで洗浄
した。得られた細胞ペレットは 70 μL/OD600 = 1 の TES-L（5 mg/mL lysozyme 
chloride（20841-54, Nacalai Tesque, Inc.）および protease inhibitor cocktail
（11836153001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を含む
TES）に再懸濁し、時々ノックをしながら 37℃, 30 min 放置した。放置後、30 
μL/OD600 = 1 の 20%(w/v) sodium dodecyl sulfate（L3771, Sigma-Aldrich 
Co. LLC., St. Louis, MO, USA）を添加し、さらに 100 μL/OD600 = 1 の 2× 
Laemmli sample buffer（196-11022, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka, Japan）を加えた。溶液を 95℃で 5 min 加温し、SDS化した。培養液
上清を 1,500 μL 回収し、氷冷した 100%(w/v) trichloroacetic acid（T4885, 
Sigma-Aldrich Co. LLC.）を 300 μL 加えよく混和した。氷上に 3 hr 放置し、
遠心（20,600 × g, 4℃, 15 min）により沈殿物を回収した。沈殿物を 200 μL
の acetone（00310-95, Nacalai Tesque, Inc.）に懸濁し、遠心（20,600 × g, 
4℃, 15 min）することで洗浄した。洗浄は他に 2回繰り返した。得られた沈殿
物を 50℃で完全に乾燥し、13 μL/OD600 = 1 の TE（sucrose を含まない TES）
に溶解した。等量の 2× Laemmli sample buffer を加え、室温で一晩放置する
ことでSDS化した。 
 
4-2-6-2 精製用 
 4-2-5 の通り、4 L 系で組換え遺伝子の発現を誘導した。遠心（3,000 × g, 4℃, 



20 min）により細胞ペレットを回収した。細胞ペレットは 800 mL の精製用
buffer（IMAC0, Table 4-7）に懸濁し、遠心（3,000 × g, 4℃, 20 min）する
ことで洗浄した。洗浄は他に 1 回繰り返した。得られた細胞ペレットは-80℃で
凍結し、菌体重量の 3 倍量の aluminum oxide（019-01975, Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd.）を用いて乳鉢上ですり潰した（on ice, 15 min）。菌
体破砕物は、160 mL の ethylenediaminetetraacetic acid-free protease 
inhibitor cocktail（11836170001, Roche Diagnostics GmbH）を含む IMAC0
で回収した。遠心（15,000 × g, 4℃, 15 min）後、可溶性画分を細胞抽出液と
して回収した。細胞抽出液はシリンジフィルター（pore size: 0.2 μm; 17597-K, 
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany）を用いて清澄化し、
直ちに精製（3-2-9 参照）に用いた。 
 
4-2-7 SDS-PAGE/ウエスタンブロッティング 
 4-2-6-1 および 4-2-8 で得たサンプルは、15%(v/v)ポリアクリルアミドゲル
（Table 4-8）を用いた SDS-PAGEに供した。SDS-PAGEには Running buffer
（Table 4-9）を用い、定電流下（10 mA）でサンプルを濃縮後、定電圧下（200 
V）でおよそ 50 min 泳動した。泳動終了後、展開したバンドを PVDF 膜
（10600029, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）に転写した。転写には
Transfer buffer（Table 4-10）を用い、定電圧下（100 V）で 1 hr 通電した。
転写終了後、膜を 5%(w/v) skim milk（MORINAGA MILK INDUSTRY Co., LTD., 
Tokyo, Japan）を含む 0.05% (v/v) Tween20（35624-15, Nacalai Tesque, 
Inc.）含 tris-buffered saline（TBS-T, Table 4-11）に室温で 1 hr 浸すことで
ブロッキングした。適量の TBS-T を用いて膜を 3 回洗浄し、mouse anti-His-
tag antibody（1/1000）（652501, BioLegend, San Diego, CA, USA）を含む
TBS-Tに4℃で一晩浸した。適量のTBS-Tを用いて膜を3回洗浄し、horseradish 
peroxidase（HRP）-conjugated goat anti-mouse IgG antibody（1/5000）
（A4416, Sigma-Aldrich Co. LLC.）を含む TBS-T に室温で 1 hr 浸した。発色
基質は ECL Western Blotting Analysis System（RPN2109, GE Healthcare）
を用い、バンドは ImageQuant LAS 4000 mini（GE Healthcare）を用いて検
出した。 
 
4-2-8 rBLGの精製 
 His-Trap HP カラム（17524701, GE Healthcare）を用いて、NZ-BLG細胞
抽出液より rBLGを精製した。4-2-6-2 で得られた細胞抽出液は、IMAC0で平衡
化したカラムにロードした。10 column volumes（CV）の 20 mM imidazole



（19028-22, Nacalai Tesque, Inc.）を含む IMAC0を用いてカラムを洗浄した。
カラムに結合したタンパク質は、様々な濃度の imidazole（31, 63, 125, 250, 
500 mM）を含む IMAC0（各 5 CV）を用いて溶出した。カラムへの液体の充填
はシリンジ（TERUMO Corporation, Tokyo, Japan）を用い、流速は 1 mL/min
で実施した。得られた各画分（精製前、フロースルー、洗浄および溶出）は、4-
2-7の通りウエスタンブロッティングを用いて解析した。溶出画分は、TBS（Table 
4-11）を用いて一晩透析し、-80℃で保存した。 
 
4-2-9 BLGトリプシン分解物のDPP-IV 阻害活性の検討 
 
4-2-9-1 BLGトリプシン分解物の調製 
 精製 rBLG は TBS を用いて 50 μg/mL に希釈した。市販の bBLG（cBLG, 
L3908, Sigma-Aldrich Co. LLC.）は TBSを用いて 1 mg/mLに調製した。精
製 rBLG溶液および cBLG溶液にブタ膵臓由来トリプシン（201-10191, Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.）を添加し（基質：酵素＝20 : 1）、37℃で 24 
hr インキュベートした。酵素反応は、反応液を 90℃で 5 min 加温することで停
止した。溶液は使用するまで-80℃で保存した。 
 
4-2-9-2 DPP-IV 阻害活性の解析 
 4-2-9-1 で得られた BLG トリプシン分解物の DPP-IV 阻害活性試験は、DPP-
IV Drug Discovery Kit（BML-AK499-0001, Enzo Life Sciences, Farmingdale, 
New York, USA）を用いて、説明書通りに実施した。 
 
4-2-10 rBLGのアレルゲン性の検討 
 
4-2-10-1 マウス 
 4 週齢の BALB/c マウス（メス）は、Japan SLC（Shizuoka, Japan）より購
入した。マウスは、照明と室温の管理環境下で飼育し、通常飼料（MF, Oriental 
Yeast Co., LTD., Tokyo, Japan）および滅菌水を自由摂取した。マウスは、1週
間の予備飼育後、実験に供した。 
 
4-2-10-2 cBLG感作マウスの作成 
 マウスに 100 μg の cBLG と 100 μL の Freund's complete adjuvant
（263810, DIFCO Laboratories, Detroit, MI, USA）を含む溶液（total 200 
μL）を腹腔内投与（i.p.）した。初回投与の 2および 4週間後、100 μg の cBLG



と100 μLの Freund's incomplete adjuvant（263910, DIFCO Laboratories）
を含む溶液（total 200 μL）を i.p.した。i.p.には 1 mLツベルクリン用シリンジ
（SS-01T, TERUMO Corporation）と 26 G × 1/2 注射針（NN-2613S, 
TERUMO Corporation）を用いた。 
 
4-2-10-3 脾臓細胞の調製と刺激 
 4-2-10-2 における最終 i.p.の 1 週間後、マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、
脾臓を摘出した。シャーレ上で脾臓をすりつぶし、完全RPMI 1640 培地（Table 
4-12）に回収した。滅菌超純水を用いて赤血球を溶血し、セルストレイナー（pore 
size: 40 μg, 3523490, Corning Incorporated, Corning, NY, USA）を用いて
結合組織や凝集細胞を除去した。得られた脾臓細胞懸濁液の一部を 0.4% trypan 
blue 溶液（T10282, Life Technologies Corporation, Eugene, OR, USA）と
混和し、Countess cell counting chamber slides（C10283, Invitrogen 
Corporation, Eugene, OR, USA）に封入後、Countess automated cell counter
（Invitrogen Corporation）を用いて生細胞数を測定した。脾臓細胞懸濁液は、
完全RPMI 1640 培地を用いて 5 × 106 cells/mL に調製し、2 mL/well（1 × 
107 cells/well）になるよう 6-well plete（5530500, Orange Scientific, Braine-
l'Alleud, Belgium）に播種した。37℃, 5% CO2条件下において 3 hr 前培養した
後、cBLGもしくは精製 rBLGを、50もしくは 100 μg/mLになるよう培養液に
添加した。培養液は、37℃, 5% CO2条件下において 72 hr 培養した。 
 
4-2-10-4 Real-time 定量的 PCR 
 High Pure RNA Isolation Kit（11828665001, Roche Diagnostics GmbH）
を用いて、4-2-10-3 で刺激した脾臓細胞より total RNA を精製した。
PrimeScript RT reagent Kit（RR037A, TaKaRa Bio Inc.）を用いて total RNA
より cDNAを合成し、EASY Dilution（9160, TaKaRa Bio Inc.）を用いて反応
溶液を 10 倍希釈した。Real-time 定量的 PCR は Table 4-13 の通り実施した。
マウス -actin およびマウス IL-13 特異的プライマーは TaKaRa Bio Inc.より購
入した。 
 
4-2-11 統計解析 
 すべての統計解析は、統計解析ソフトウェア（ystat2004.xls, Igakutosho 
Shuppan, Tokyo, Japan）を用いて実施した。一元配置分散分析に引き続く
Dunnett’s test もしくは Student-Newman-Keuls test を用いて検出した。有
意水準 は 0.05 を用いた。 



AGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTA

TTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT

ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGAAAAAAAAGATTATCT

CAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTG 

 

Fig. 4-1 A DNA sequence coding for Pnis-SPusp45. The black and blue sequences indicate 

Pnis and SPusp45, respectively. 

 
 
 
 
AAGTGCTTATTGCTTGCATTAGCTTTAACTTGTGGTGCACAAGCGTTAATTGTTACTCAGACCATGAAAGGA

TTGGATATACAAAAAGTTGCAGGGACTTGGTATTCACTTGCCATGGCTGCAAGCGACATTTCATTATTGGAC

GCTCAAAGTGCTCCACTTAGAGTTTATGTAGAGGAATTAAAACCTACGCCTGAGGGAGATTTAGAAATCCTG

CTACAAAAATGGGAAAATGATGAATGTGCTCAAAAAAAAATTATTGCGGAAAAAACTAAAATTCCTGCTGTT

TTTAAAATTGATGCATTGAACGAAAATAAAGTCCTTGTGTTAGACACTGATTATAAAAAGTACTTGTTGTTT

TGTATGGAAAATAGTGCTGAACCAGAACAATCACTCGTTTGCCAATGTCTTGTTCGTACACCAGAGGTTGAC

GATGAAGCTCTAGAAAAATTTGATAAAGCCCTCAAAGCACTTCCAATGCATATCAGACTTTCTTTCAATCCC

ACACAACTGGAAGAACAATGTCATATT 

 
Fig. 4-2 A DNA sequence coding for bBLG (accession number: EU883598) was 

synthesized upon codon optimization for L. lactis subsp. cremoris MG1363.  

  



 

 
Fig. 4-3 Maps of vectors used in this study. (A) Schematic representation of the 

secretion vector, pNZ8148#2:SEC. The DNA sequence between the RBS and the stop 

codon is presented in the rectangle. (B) The codon-optimized BLG gene (537 bp) was 

cloned into pNZ8148#2:SEC (above) between the KpnI and HindIII restriction enzyme 

recognition sites, and the resulting plasmid was designated pNZ8148#2:SEC-BLG 

(below). Pnis: nisin A promoter, RBS: ribosome binding site, SPusp45: sequence of the 

signal peptide from the USP45 protein, His-tag: hexahistidine tag, FXa: factor Xa 

recognition site, MCS: multiple cloning site, T: terminator, rep: replication gene, cm: 

chloramphenicol acetyltransferase gene, BLG: bovine β-lactoglobulin-coding gene. 

The figure is taken from Shigemori et al (211).  

AAG GAG GCA CTC ACC ATG AAA AAA AAG ATT ATC TCA GCT ATT TTA ATG TCT ACA GTG ATA CTT TCT

GCT GCA GCC CCG TTG TCA GGT GTT TAC GCT GCC ATG GAA AGA GGA TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC

GGA TCT GGC TCT GGA TCT GGT ATC GAG GGA AGG CCT TAT AAT GGA ACT GGA TCC GCA TGC GAG CTC

GGT ACC CCG GGT CGA CCT GCA GCC AAG CTT AAT TAG CTG AGC TTG GAC TCC TGT CTA GAG AGC TCA

AGC TTT CTT TGA ACC AAA ATT AG
 



Table 4-2 Reaction solution and conditions for restriction enzymatic reaction-A. 

 

Component of reaction solution  

10× K buffer (TaKaRa Bio Inc.) 2 μL 
10× bovine serum albumin (TaKaRa Bio Inc.) 2 μL 
DNA (pNZ8148#2:CYT or pEX-A-Pnis-SPusp45) 1 ng 

BglII (1021A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
NcoI (1160A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
Ultrapure water up to 20 μL 

 

Condition for reaction  

37 °C overnight 

75 °C 15 min 

 

 

 

Table 4-3 Reaction solution and conditions for ligation. 

 

Component of reaction solution  

10× buffer (Promega Corporation) 2 μL 
DNA 8 μL  
T4 DNA Ligase (M180A, Promega Corporation) 1 μL  

 

Condition for reaction  

4 °C overnight 

  



Table 4-4 Reaction solution and conditions for colony-direct PCR. 

 

Component of reaction solution  

EmeraldAmp PCR Master Mix (RR300A, TaKaRa Bio Inc.) 5 μL 

Primer mixture (pNZ F3126/pNZ R340, 10 μM each) 0.5 μL 
Ultrapure water 4.5 μL 
Colony trace 

 

Condition for reaction  

95 °C 5 min 

95 °C 30 sec 

60 °C 30 sec 

72 °C 1 min 

40 cycles  

4 °C soak 

 

 

 

Table 4-5 Reaction solution and conditions for restriction enzymatic reaction-B. 

 

Component of reaction solution  

10× K buffer (TaKaRa Bio Inc.) 2 μL 
DNA (pNZ8148#2:SEC or pGEM-T easy-bBLG) 1 ng 

kpnI (1068A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
HindIII (1060A, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
Ultrapure water up to 20 μL 

 

Condition for reaction  

37 °C overnight 

75 °C 15 min 

  



Table 4-6 Composition of TES. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 10 mM  

Ethylenediaminetetraacetic acid (14347-21, Nacalai Tesque, Inc.) 1 mM 

Sucrose (30404-45, Nacalai Tesque, Inc.) 25 % 

in distilled water  

pH 8.0 

 
 
 
Table 4-7 Composition of IMAC0. 
 

Sodium phosphate (31801-05, Nacalai Tesque, Inc.) 20 mM  

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 500 mM 

in distilled water  

pH 8.0  
  
  



Table 4-8 Composition of polyacrylamide gel. 

 

Component of running gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
4,000 μL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,000 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 80 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 27 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
4 μL 

Distilled water 1,920 μL 

 
Component of stacking gel  

30%(w/v) acrylamide (018-25625, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
400 μL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 625 μL 
10% sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 25 μL 
10% ammonium persulfate (A3678, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 8.3 μL 
Tetramethylethylenediamine (205-06313, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) 
2.5 μL 

Distilled water 1,440 μL 

  



Table 4-9 Composition of Running buffer. 

 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Sodium dodecyl sulfate (L3771, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 1 g 

Distilled water up to 1 L 

 
 
 
Table 4-10 Composition of Transfer buffer. 
 

Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Glycine (17109-35, Nacalai Tesque, Inc.) 14.4 g 

Methanol (21914-03, Nacalai Tesque, Inc.) 100 mL 

Distilled water up to 1 L 

 

 

 

Table 4-11 Composition of TBS(-T). 

 
Tris (35406-91, Nacalai Tesque, Inc.) 3 g 

Potassium chloride (28538-75, Nacalai Tesque, Inc.) 0.2 g 

Sodium chloride (09649-15, Nacalai Tesque, Inc.) 8 g 

*Tween20 (35624-15, Nacalai Tesque, Inc.) 0.5 mL 

Distilled water up to 1 L 

pH 7.4 (TBS-T), pH 8.0 (TBS)  

*if necessary 

  



Table 4-12 Composition of complete RPMI 1640 medium. 

 
Heat inactivated fetal calf serum (SH30910.03, GE Healthcare) 50 mL 

MEM nonessential amino acids solution (06344-56, Nacalai 

Tesque, Inc.) 

5 mL 

Penicillin-streptomycin-glutamine mixed solution (06168-34, 

Nacalai Tesque, Inc.) 

5 mL 

2-mercptoethanol (M7522, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 17.5 μL 
1 M HEPES sodium salt solution (H3662, Sigma-Aldrich Co. LLC.) 5 mL 

100 mM sodium pyruvate solution (06977-34, Nacalai Tesque, 

Inc.) 

5 mL 

RPMI 1640 (C22400500BT, Life Technologies Corporation) 500 mL 

 

 

 

Table 4-13 Reaction solution and conditions for real-time quantitative PCR. 
 

Component of reaction solution  

SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (RR820, TaKaRa Bio Inc.) 10 μL 

Primer mixture (10 μM each, TaKaRa Bio Inc.) 1 μL 
cDNA solution 9 μL 

 

Condition for reaction  

95 °C 10 sec 

95 °C 5 sec 

60 °C  5 sec 

45 cycles  

Dissociation  

  



4-3 結果 
 
4-3-1 NZ-BLGはナイシン刺激依存的に rBLGを産生・分泌する 
 ウエスタンブロッティングにおいて、ナイシン添加培地で培養したNZ-BLG由
来の細胞抽出液より rBLGの分泌前駆体（27.0 kDa）および分泌型 rBLG（24.3 
kDa）の分子量に一致するバンドを観察した（Fig. 4-4 A）。また、同培養液由来
の培養液上清画分からは、分泌型 rBLG に一致するシングルバンドを検出した
（Fig. 4-4 B）。一方で、ナイシン添加培地で培養したNZ-VCおよびナイシン無
添加培地で培養した2種のgmNZ9000の細胞抽出液および培養液上清画分から
は、rBLGのサイズに一致するバンドは検出されなかった（Fig. 4-4）。 
 
4-3-2 NZ-BLGにおける rBLGの分泌条件の最適化 
 NZ-BLGにおける rBLGの産生および分泌は、培地へのナイシン添加濃度依存
的に増加した（Fig. 4-5 B）。一方で、ナイシン添加 3 hr 後におけるNZ-BLG培
養液の OD600値は、ナイシン添加濃度依存的に減少した（Fig. 4-5 A）。とくに、
16 ng/mL以上の粗ナイシン溶液を含む培養液において著しいOD600値の減少が
観察された（Fig. 4-5 A）。また、16 ng/mL以上の粗ナイシン溶液を含む培養液
の上清画分において rBLG分泌前駆体のバンドを確認し（Fig. 4-5 B, SUP）、細
胞内タンパク質の漏出が示唆された。 
 
4-3-3 NZ-BLGからの rBLGの精製 
 His-Trap HP カラムを用いて、ナイシン誘導した NZ-BLG の細胞抽出液より
rBLGを精製した。カラムに吸着したrBLGは、主に63および125 mM Imidazole
を含む IMAC0により溶出された（Fig. 4-6）。しかし、これら 2つの画分には無
関係なタンパク質が相当量含まれていた。そこで、以後の実験には、より精製度
の高い 250および 500 mM Imidazole 溶出画分を用いた。 
 
4-3-4 rBLGトリプシン分解物はDPP-IV 活性を阻害する 
 cBLG トリプシン分解物は、濃度依存的に DPP-IV 活性を阻害した（Fig. 4-7 
A）。精製 rBLG のトリプシン分解物は、等量の cBLG トリプシン分解物と同等
に、DPP-IV 活性を著しく阻害した（Fig. 4-7 B）。 
 
4-3-5 rBLGはアレルゲン性を有する 
 精製 rBLGは、cBLG感作マウスの脾臓細胞における IL-13 mRNA発現を濃度
依存的に誘導した（Fig. 4-8）。同様の傾向は、刺激物質として cBLGを用いた際



にも観察された（Fig. 4-8）。 
  



 
 
Fig. 4-4 Secretion of rBLG by NZ9000. Two gmNZ9000 strains were cultured with (+) 

or without (-) 10 ng/mL of crude nisin. Protein extracts from cells (A) or culture 
supernatants (B) were analyzed by western blotting with an anti-His-tag Ab. White 

and black arrowheads indicate the secretory rBLG precursor (pre-rBLG, 27.0 kDa) and 

the secretory form of rBLG (24.3 kDa), respectively. MW: molecular weight. The figure 

is taken from Shigemori et al (211). 

 
  



 
 
Fig. 4-5 Determination of the optimal nisin concentration for secretion of rBLG. (A) A 

strain NZ-BLG was cultured with various concentrations of nisin (0 to 500 ng/mL). 

After 3 h of incubation, the OD600 of each sample was measured. The mean and SD 

from three independent experiments are shown. (B) Protein extracts from cells (CELL, 

above) or culture supernatants (SUP, below) were analyzed by western blotting with 

an anti-His-tag Ab. Representative images from three independent experiments are 

shown. White and black arrowheads indicate the secretory rBLG precursor (pre-rBLG, 

27.0 kDa) and the secretory form of rBLG (24.3 kDa), respectively. The figure is taken 

from Shigemori et al (211). 

 
  



 
 
Fig. 4-6 Purification of rBLG. A strain NZ-BLG was cultured with nisin in a 4-L large-

scale culture. The cell extract (Crude lysate) was prepared and then passed through a 

HisTrap HP column (Flow-through). The column was washed with Wash buffer to 

remove non-adsorbed protein (Wash) and then eluted (Elution) with Wash buffer 

containing 20 mM imidazole and Elution buffers containing 31 to 500 mM imidazole. 

All fractions were analyzed by western blotting with an anti-His-tag Ab. White and 

black arrowheads indicate the secretory rBLG precursor (pre-rBLG, 27.0 kDa) and the 

secretory form of rBLG (24.3 kDa), respectively. The figure is taken from Shigemori et 

al (211). 
  



 
 
Fig. 4-7 Inhibition of DPP-IV activity by trypsin-digested rBLG. Various concentrations 

of trypsin-digested cBLG (A) or trypsin hydrolysates of 50 μg/mL of either cBLG or 

purified rBLG (B) were evaluated for inhibitory activity against DPP-IV using a DPP-IV 

Drug Discovery Kit. Concentrations indicated are the protein concentrations before 

trypsin treatment. Data are expressed as percent activity remaining in test samples 

versus that in the control (no sample added). Black, dotted white, and dotted black bars 

indicate control, cBLG, and purified rBLG (rBLG), respectively. Values represent means 

and error bars indicate SD (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 versus Control. The figure is 

taken from Shigemori et al (211). 
  



 

 
Fig. 4-8 Allergenicity of rBLG. Splenocytes isolated from cBLG-sensitized BALB/c mice 

were stimulated in medium with or without (Med, white bar) 50 or 100 μg/mL of cBLG 

(cBLG, dotted-white bar) or purified rBLG (rBLG, dotted-black bar). After 72 h, IL-13 

mRNA levels were measured using real-time qPCR. Values represent means and error 

bars indicate SD (n = 3). Items indicated with different letters (i.e. a, b, c, and d) were 

significantly different (p < 0.01). Similar results were obtained from three different 

mice. The figure is taken from Shigemori et al (211). 
  



4-4 考察 
 はじめに、bBLGを分泌する gm-L. lactis を構築するために、組換えタンパク
質の分泌ベクター（pNZ8148#2:SEC）を構築した。以前の研究で作出した乳酸
菌用遺伝子発現ベクター（pNZ8148#2:CYT (133, 134)）の nisA プロモーター
下流域に、同種の Usp45 タンパク質に由来するシグナルペプチド配列を組み込
んだ。Usp45 は、NZ9000 に存在する唯一の分泌タンパク質である(218)。細胞
内に生成された Usp45 は、融合するシグナルペプチドにより細胞膜のタンパク
質輸送装置へ運搬され、ここを通過する際にシグナルペプチドが切断することで、
成熟タンパク質として細胞外へ分泌される(11)。NZ-BLGはナイシン刺激依存的
にシグナルペプチドを融合した rBLG 分泌前駆体を細胞内に産生した。また、同
株の培養液上清では、シグナルペプチドが切断した rBLG（分泌型 rBLG）の単一
バンドを観察した。すなわち、rBLG はシグナルペプチドと細胞の分泌機構依存
的に分泌されることが明らかになった。 
 ナイシンは、いくつかの L. lactis 株が産生する抗菌性ペプチド（バクテリオシ
ン）で、典型的な type-A(I) lantibiotics に分類される(281)。ナイシンは様々な
グラム陽性細菌に対して殺菌作用を発揮することから、多くの国において食品添
加物として利用されている(30)。nisin-controlled gene expression (NICE) 
system は、L. lactis におけるナイシン生合成系を応用した誘導型遺伝子発現シ
ステムで、高い発現効率から gmLAB研究で頻繁に用いられている(13)。本シス
テムにおいて、組換え遺伝子の発現誘導剤として用いるナイシンの添加濃度は、
組換えタンパク質の産生効率に重要である(6, 133, 134)。そこで本研究は、NZ-
BLGにおける rBLGの分泌条件の最適化を目的に、培養液に添加するナイシンの
濃度を検討した。ナイシン添加濃度依存的に rBLG の産生・分泌量が増加した。
しかし、高濃度の粗ナイシン溶液（> 31 ng/mL）の添加において、NZ-BLGの
増殖は著しく阻害された。また、16 ng/mL以上の粗ナイシン溶液の添加におい
て、細胞内タンパク質（rBLG分泌前駆体）の細胞外への漏出が観察された。ナイ
シンは、主に 2つのメカニズム（細胞膜への孔形成を介した溶菌、ペプチドグリ
カン前駆体である lipid II の除去を介した細胞壁の生合成の阻害）を介して殺菌活
性を発揮する(30)。すなわち、高濃度のナイシンは、NZ-BLG の生育を阻害し、
細胞内タンパク質の漏出を引き起こすことが考えられた。そこで本研究では、
rBLGの分泌における最適粗ナイシン溶液濃度を、15 ng/mLと決定した。 
 2011 年、Uchida et al は、bBLGトリプシン分解物はマウスの糖代謝を高め
ることを示した(300)。加えて、同分解物は DPP-IV 活性を阻害することを、in 
vitro 研究にて明らかにした。本研究においても、cBLGトリプシン分解物はDPP-
IV 活性を阻害することを確認した。重要なことに、精製 rBLGのトリプシン分解



物も同等の DPP-IV 阻害作用を発揮した。これまでの研究は、bBLG トリプシン
分解物より幾つかのDPP-IV 阻害ペプチドを単離・同定することに成功している。
例えば、Uchida et al は、bBLG より遊離したヘキサペプチド（VAGTWY）の
DPP-IV 阻害活性（50%阻害濃度（IC50） = 174 M）を証明した(300)。近年、
Silveira et al は、強いDPP-IV 阻害活性（IC50 = 44.7 M）を発揮するペンタペ
プチド（IPAVF）を同定した(299)。トリプシンは、膵液を介して小腸に分泌され
る消化酵素の一種である。すなわち、NZ-BLGを用いた bBLGの腸管デリバリー
は、DPP-IV 阻害薬の in situ 生成システムとして有用かもしれない。 
 bBLGは牛乳アレルギーの主要なアレルゲンである(293)。Adel-Patient et al
は、gmLABを用いた bBLGの粘膜デリバリーは、マウスにおけるアレルギー反
応（Th2 型免疫反応）を軽減することを示した(126)。すなわち、bBLG を産生
する gmLABは、牛乳アレルギーに対する粘膜ワクチンとしての利用が期待され
ている。そこで本研究は、rBLGのアレルゲン性を検討した。精製 rBLGは、cBLG
感作マウスの脾臓細胞における IL-13 mRNA 発現を著しく誘導した。同様の反
応は、cBLGで刺激した脾臓細胞においても観察された。IL-13 は、代表的な Th2
サイトカインであり、アレルギー性免疫応答の主要なメディエーターである
(325)。従って、rBLGは cBLGと同等のアレルゲン性を有することが明らかにな
った。 
 まとめると、本研究は、bBLGを細胞外へ分泌する gm-L. lactis（NZ-BLG）の
構築に成功した。また、NZ-BLGの培養時におけるナイシン添加濃度を検討する
ことで、rBLGの分泌条件を最適化した。最後に、rBLGおよびそのトリプシン分
解物は、それぞれ cBLG と同等のアレルゲン性もしくはDPP-IV 阻害活性を発揮
することを明らかにした。以上の結果から、NZ-BLGは 2型糖尿病や牛乳アレル
ギーに対する予防・軽減薬として開発されることが期待される。 
  



第五章 

総論 



5-1 研究成果の概要 
 およそ 30 年前、乳酸菌（LAB）における遺伝子組換え技術の発展を背景に、
病原体抗原タンパク質を産生する乳酸菌組換え体（genetically modified LAB: 
gmLAB）を粘膜ワクチンとして利用するアイディアが提唱された(45)。以来、多
種多様な生理活性タンパク質（病原体抗原やアレルゲン、サイトカイン、抗体分
子等）を産生する gmLABの構築が報告され、それらの粘膜投与による疾患の予
防・軽減効果が疾患モデル動物を用いた in vivo 試験において検証されてきた(7-
9)。現在、本戦略は難治性疾患を含む様々な疾患（感染症(19)やアレルギー(118)、
炎症性疾患(140)、自己免疫疾患(119)）の有効な予防・治療戦略として注目され
ている。本研究分野は欧州において確立し、現在では北米や南米、中国の研究グ
ループが次々に参入するなど急速に伸展している。しかし、我が国では遺伝子組
換え技術に対する倫理上の問題から、これらの研究や有効利用に向けた取り組み
はほとんど行われていない。そこで本研究は、我が国において gmLABを安全・
安心に利用するための基盤構築に向けた取り組みとして、“我が国発”の gmLAB
を構築し、疾患の予防や軽減に向けた有用性を検討することで、我が国における
基礎的知見の蓄積に貢献することを目的とした。 
 gmLAB を用いた抗炎症タンパク質の腸管標的化は、炎症性腸疾患
（inflammatory bowel diseases: IBD）の予防・治療戦略として有力視されてい
る(140, 141)。しかし、インターロイキン（IL）-10 産生 gm-Lactococcus（L.）
lactis を用いた臨床研究におけるクローン病治療の失敗を受け作用効率の改善が
求められていた(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00729872)。そこで本研究
は、多彩な抗炎症作用を発揮することから IBDの治療標的分子として注目される
生体内酵素ヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）に着目し、マウス HO-1 を分泌する
gm-L. lactis（NZ-HO）を構築した(216)。NZ-HOが産生する組換えマウスHO-
1（rHO-1）は、基質となるヘムの分解活性を示すことから、生理活性を有するこ
とを明らかにした。次に、マウスに経口投与された NZ-HO は生きて大腸へ到達
し、rHO-1 を大腸粘膜へ運搬することを示した。続いて、NZ-HO の抗炎症効果
をIBDモデルマウスを用いた経口投与試験にて検討した。NZ-HOの経口投与は、
ベクターコントロール株（NZ-VC）の投与と比較して、デキストラン硫酸ナトリ
ウムの自由摂取に誘導される急性大腸炎の症状を著しく軽減した。HO-1 は、抗
炎症作用の発現において IL-10 を介した経路を活性化することから、大腸組織に
おけるサイトカインの発現レベルを解析した。NZ-HO を経口投与したマウスの
大腸では IL-10 の産生レベルが増加し、炎症促進性サイトカイン（IL-1 および
IL-6）の発現が減少することを明らかにした。以上の研究成果から、gm-L. lactis
を用いたHO-1 の腸管デリバリーは IBDの新規予防・軽減戦略として有用である



ことが示唆された。 
 IL-6 は IL-6 受容体（IL-6R）を介する経路（IL-6 シグナリング）を活性化する
ことで、多面的な生理機能を発現するサイトカインであり、炎症性疾患や自己免
疫疾患、ガンなどの病原因子として中心的な役割を果たしていることが示唆され
ている(251-254)。すなわち、IL-6 シグナリングを阻害するモノクローナル抗体
はこれら疾患の治療薬として期待されている(251, 253, 257)。しかし、抗体薬
は極めて高価なことが問題である。そこで本研究は、抗 IL-6 抗体の single-chain 
variable fragment（IL6scFv）を分泌する gm-L. lactis（NZ-IL6scFv）を構築
した(229)。また、組換え遺伝子の発現における培養条件（ナイシンの添加濃度と
添加後の培養時間）を検討し、組換え IL6scFv（rIL6scFv）の分泌条件を最適化
した。さらに、rIL6scFv は市販の組換えマウス IL-6 と結合することを酵素結合
免疫吸着検定法にて示し、同組換えタンパク質は抗体としての免疫活性を有する
ことを明らかにした。本研究は gmLAB における抗サイトカイン scFv の産生・
分泌を示した世界初の成果となり、安価な抗体医療の実現に向けた基礎的知見を
提供した。NZ-IL6scFv は IL-6 シグナリングの関与が示唆されている様々な疾患
の予防・軽減ツールとして開発されることが期待される。 
 ウシ ラクトグロブリン（bBLG）は、牛乳ホエイ中に豊富に含まれるタンパ
ク質である(288-290)。これまでに、bBLG の胃腸管酵素（トリプシンやペプシ
ン）分解物は多彩な生理活性を発揮することが報告された(288, 295)。そこで本
研究は、bBLGを分泌する gm-L. lactis を構築し、同組換えタンパク質トリプシ
ン分解物の dipeptidyl peptidase IV（DPP-IV）阻害活性を検討した(211)。NZ-
BLGの作出に先立ち、遺伝子発現ベクターの操作から、gm-L. lactis における組
換えタンパク質の分泌システムを構築した。bBLG 遺伝子を含む分泌ベクターを
組み込んだ gm-L. lactis（NZ-BLG）は、組換え bBLG（rBLG）を産生・分泌す
ることを明らかにした。また、組換え遺伝子の発現誘導剤として用いるナイシン
の培養液への添加濃度を検討し、rBLG の分泌に最適な条件を決定した。市販の
in vitro アッセイキットを用いた試験において、rBLGのトリプシン分解物は、市
販の bBLG同分解物と同等のDPP-IV 阻害活性を示すことを明らかにした。DPP-
IV 阻害剤は、2型糖尿病の治療薬として利用されていることから、NZ-BLGは腸
管におけるDPP-IV 阻害剤の in situ 生成システムとして有用かもしれない。以前
に、bBLGを産生する gmLABは牛乳アレルギーの予防に有用であることが示唆
された(126, 127, 130-132, 303)ことから、rBLGのアレルゲン性を検討した。
市販の bBLG に感作したマウスの脾臓細胞培養系において、rBLG は IL-13 
mRNA発現を強く誘導することを示した。すなわち、rBLGはアレルゲン性を有
することが明らかとなった。 



5-2 今後の課題と展望 
 本研究分野の究極的な目標は、gmLAB を疾患の予防・治療薬もしくは機能性
食品としてヒトや動物に用いることにある。しかし、主に遺伝子組換え微生物を
用いる点において法的・倫理的制約があり、その実現には至っていない。一方で
近年では、科学的アプローチからこの問題を解決しようとする取り組みがあり、
上述の目標は少しずつ現実味を帯びてきている。そこで本論文では最後に、
gmLAB を薬もしくは食品として開発するために解決すべき問題点とそれらに対
する取り組みを解説し、今後の展望について述べる。 
 遺伝子組換え微生物を利用する上で最も問題とされる事柄の一つに、それらの
自然環境への拡散がある。とくに、gmLAB を薬品もしくは食品として用いる本
戦略においては、如何なる対策も講じない場合、それらが環境中に排泄される可
能性は極めて高く、組換え微生物自身の作用や組換え遺伝子の水平伝播から予想
だにしない影響を生態系に与える恐れがある。従って、gmLAB が自然環境にお
いて淘汰されるような厳密な仕組み「生物学的封じ込め」の戦略が必要である。
この問題に対し、Steidler et al は、染色体上のチミジン合成関連遺伝子（thyA）
を、ヒト IL-10 をコードする配列に置き換えた gm-L. lactis（LL-Thy12）を構築
した(169)。LL-Thy12 は、自身の生育に必須なチミジンを合成する能力を失い、
大腸などの低チミジン環境下では生育することができない。実際に、ヒトモデル
としてのブタを用いた経口投与試験において、LL-Thy12 は糞便中にほとんど排
泄されないことを示した。加えて、LL-Thy12 は水平伝播による thyA 遺伝子の
獲得も実質的に起こさないことを明らかにした。本技術の開発を背景に、LL-
Thy12 を用いた Phase 1 (170)および Phase 2a (ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT00729872）臨床治験が行われた。いずれの治験においても、LL-Thy12 は
被験者の消化管に封じ込められることが示された。さらに、ヒトにおける同封じ
込め戦略の有益性は他の組換えタンパク質（Trefoil Factor 1）を産生する gm-
L. lactis においても証明された(326)。すなわち、Steidler et al が開発した技術
(169)は、gmLAB の生物学的封じ込め戦略として極めて有効であることが示唆
された。この他にも近年、Nature 誌において極めて頑強な生物学的封じ込め戦略
が発表され(327, 328)、gmLABを含む他の細菌への応用が期待されている。以
上の研究成果は、gmLAB の生物学的封じ込め戦略として極めてポジティブかつ
重要な知見である。今後はこれら技術の頑強性や安全性等に関して更なる知見の
蓄積が望まれる。 
 これまでの歴史的な共生関係や豊富な食経験から、LABはヒトや動物において
安全な細菌であると認識されている（Generally Recognized As Safe: GRAS）。
しかし、gmLAB の安全性に関してはこれとは別に議論する必要がある。すなわ



ち、LABの遺伝子組換えが安全性に及ぼす影響を十分に評価する必要がある。こ
れまで、動物やヒトを用いた研究において、gmLAB の粘膜投与により重篤な副
作用が誘導された例は存在しない。加えて、これまでに実施されたいくつかの研
究において gmLABの安全性が示唆されている。例えば、de Moreno de LeBlanc 
et al は、IBDの治療薬候補として開発されたいくつか gmLABは健常なマウスに
長期間（30日間）経口投与しても有害な副作用の原因にはならないことを示した
(329)。また、ヒト免疫不全ウイルスの感染を予防する殺菌剤としての利用が期待
される gm-Lactobacillus jensenii の経膣投与は、サル免疫不全ウイルスの感染
モデル（アカゲザル）において有害な生体反応を引き起こすことなく膣環境を改
善することが示された(330)。さらに、IBDやガン患者における臨床治験において
も gmLAB の経口摂取による重篤な副作用は確認されなかった(61, 170, 326) 
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00729872)。しかし、gmLABの安全性に関
する研究は近年始まったばかりであり、知見の数が絶対的に少ないことから、現
時点においてその安全性が証明されたとは言えない。今後は、様々な gmLABに
ついて横断的な検証が必要であり、副作用に関してもより多角的な評価が求めら
れる。 
 現在、gmLABの疾患予防・軽減における有用性は強く示唆されているものの、
実際の有効性についてはほとんど不明瞭である。すなわち、これらの示唆は、主
に齧歯類を用いた研究の成果であり、最終的に対象とする動物における臨床研究
は乏しいと言わざるを得ない。しかし、LL-Thy12 を用いたクローン病治療の失
敗(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00729872)や投与量過多（マウスを用いた
実験では連日 109 colony forming unit オーダーで投与される場合が多い）など
の問題が存在することから、有効性を高めることは重要な課題であると言える。
この問題に対しては、様々な角度からの取り組みが存在する。一つ目は、組換え
タンパク質の産生量の増加である。例えば、Adel-Patient et al は、異なる量の
BLGを産生する gm-L. lactis を作出し、それらのアレルギーワクチンとしての効
果をBLG感作マウスを用いた経口投与試験にて比較した。結果、1細胞あたりの
BLG 産生量が高い gm-L. lactis の経口投与において最も高い予防効果を得た
(126)。この他にも、いくつかの研究おいて、組換えタンパク質の産生量の増加が
ワクチン効果を高めることを示している(52, 128)。二つ目は、組換えタンパク質
の種類の検討である。これは主に、IBD の予防・軽減戦略の開発において検討さ
れてきた。例えば、IBD モデルマウスを用いた経口投与試験において、IL-27 を
分泌するgm-L. lactis は IL-10分泌 gm-L. lactis よりも高い治療効果を発揮した
(20)。同様に、生体内因性のセリンプロテアーゼインヒビターを分泌する gm-L. 
lactis は、抗炎症サイトカインを分泌する gm-L. lactis よりも実験的急性大腸炎



を著しく軽減した(189)。直接的な比較は実施していないものの、本研究で開発し
た NZ-HO や NZ-IL6scFv は、これまで試されていない生体機構を標的とするこ
とから、本分野に新たな展開をもたらすかもしれない。三つ目は、組換えタンパ
ク質の修飾である。Mohamadzadeh et al は、樹状細胞標的化ペプチドを融合し
た炭疽菌抗原を産生する gm-Lactobacillus acidophilus は、炭疽菌抗原を産生
する同 gm-LABと比較して、致死的な炭疽菌感染モデルにおいて高い予防効果を
もたらすことを明らかにした(56)。Li et al は、M細胞標的化ペプチドを融合し
た IL-6 を産生する gm-L. lactis は、IL-6 を産生する同 gm-LABと比較して、高
いアジュバント活性を発揮することを示した(331)。四つ目は、粘膜アジュバント
の利用である。とくに、ワクチンアジュバントとしてのサイトカイン産生 gmLAB
の利用が検討されてきた。例えば、Steidler et al は、破傷風毒素の無毒化断片を
産生する gm-L. lactis の粘膜ワクチンとしての作用は、同 gmLAB に IL-2 もし
くは IL-6 を共発現させることで増強されることを示した(25)。また、1型糖尿病
の治療ワクチンの開発では、自己抗原タンパク質と IL-10 を共発現する gm-L. 
lactis を用いた方法において最も高い治療効果が得られた(23, 26)。他にも、IL-
1 (332)や IL-12 (67, 127)を産生する gmLABをアジュバントとして用いるア
イディアが提唱されている。上述以外にも、組換えタンパク質の gmLABにおけ
る局在や“運び屋”として用いる LAB の種類も作用効率に関与することが示唆さ
れている。 
 
5-3 総括 
 gmLAB を用いた生理活性タンパク質の粘膜運搬システムは、難治性のものを
含む様々な疾患を安価かつ効率的に予防・軽減するためのブレークスルー技術に
なる可能性を大いに秘めている。本戦略には、「遺伝子組換え微生物を生体に投与
する」という、現時点では極めて高いハードルが存在する。しかし、欧米諸国を
中心に急速に進められてきた大規模かつ包括的な基礎研究、画期的な技術革新お
よび先進的な臨床研究によりそのハードルが着実に低くなっていることに疑いの
余地はないだろう。しかしながら、我が国は遺伝子組換え技術に対する倫理的問
題から大きな遅れを取ってきた。このような背景の中で、本研究では"我が国発"と
なる 3種の gm-L. lactis の構築に成功し、疾患の予防や軽減に向けた利用価値を
見出すに至った。具体的には以下の通りである。 
1. HO-1 を分泌する gm-L. lactis（NZ-HO）の構築に成功した。また、NZ-HO
の経口投与がマウスにおける急性大腸炎を軽減することを示し、IBD などの
腸炎の予防・軽減ツールとして提案した（第二章(216)）。 

2. 生理活性を有する IL6scFv を分泌する gm-L. lactis（NZ-IL6scFv）の構築



に成功した。抗サイトカイン scFv を産生する gmLAB を世界ではじめて構
築し、安価な抗体医薬の実現性を示唆した（第三章(229)）。 

3. bBLGを分泌する gm-L. lactis（NZ-BLG）の構築に成功した。rBLGやその
トリプシン分解物は、市販の bBLGと同等のアレルゲン性およびDPP-IV 阻
害活性を有することを明らかにし、牛乳アレルギーや 2型糖尿病の予防・治
療薬の開発ツールとして提案した（第四章(211)）。 

 近年、我が国の遺伝子組換え微生物の利用に対する考え方は急激に変化してい
るように思える。例えば、これまで我が国において 2件しか承認されていなかっ
た遺伝子組換え生ワクチンの利用が、2015 年に 1件、2016 年に 2件、新たに
承認された（農林水産省, “カルタヘナ法に基づき第一種使用規定を承認した遺伝
子組換え生ワクチン一覧”, 平成 28年 9月 23日）。重要なことに、これまで承認
された生ワクチンは遺伝子組換えウイルスのみであったのに対し、今回初めて遺
伝子組換え大腸菌（ニューカッスル病ウイルス由来 F蛋白質遺伝子導入七面鳥ヘ
ルペスウイルスHVT-NDV/F 株）の利用が認められた。2014年、東京大学の研
究グループはgmLABを用いたヒトパピローマウイルスワクチンの臨床研究を世
界に先駆けて実行し、その有益性を証明した(61)。これは極めて驚くべきことで
あり、我が国における gmLAB研究の本格的な幕開けを感じる。これらの事実か
ら、今後我が国において、gmLAB を活用するための取り組みが急速に進展する
ことは十分にあり得る。本研究成果はこれらの取り組みにおいて有用な基礎知見
になることを期待し、我が国そして世界で行われている gmLAB研究に貢献する
ことを願う。今後の研究において、gmLAB が疾患を予防・治療するための有効
な手立てとして確立し、ヒトや動物の健やかな営みに貢献することを願って止ま
ない。 
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