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第 1 章 序論 

 

人類の長い歴史の中で、微生物は感染症の原因もしくは様々な疾患を引き起こ

す要因として見なされてきた。実際、いくつかの微生物によって引き起こされ

る疾病は現在も問題となっており、食中毒の様に軽度なもの (1)から、

Campylobacter jejuni 等の病原体によって引き起こされる自己免疫疾患のギラン

バレー症候群(2)や敗血症(3)といった重度なものまで幅広く存在する。これら微

生物との戦いは抗生物質（Antibiotics）の登場によって大きく変化し、疾患の

ある程度の制御が可能となった(4)。また、この病原性微生物を死滅させる抗生

物質が放線菌などの他の微生物によって産生されることは非常に興味深い点だ

と言える(5)。しかし、抗生物質に対する耐性菌の出現は、微生物の遺伝的浮動

や抗生物質の選択圧を考えれば当然の結果であり、多剤耐性菌への対策は微生

物学の分野だけで無く、多くの領域で研究の対象となっている(6)。 

 薬剤耐性菌の出現から、抗生物質の乱用が避けられるようになり、その中で

微生物の制御を微生物で行う生物製剤の利用が注目された。プロバイオティク

ス（Probiotics）はこのような背景の中誕生した概念であり、Antibiotics に対す

る言葉として使用されている。実際、Probiotics の代表である乳酸菌（Lactic 

acid bacteria）は乳酸産生による病原性細菌の生育阻害(7)や、上皮細胞への優占

的なコロニー化により他の微生物を排除するような効果(8)があることが分かっ

ている。プロバイオティクスの機能性はこれだけにとどまらず、経口投与した

宿主の免疫機能を調節したり、代謝機能を促進したりするなど宿主の健康を維

持・増進する効果を有することが明らかとなっている(9)。そのため、現在のプ

ロバイオティクスは「 live microorganisms that, when administrated in adequate 

amounts, confer a health benefit on the host（適正量を摂取した際に宿主に有用な作

用を示す生菌体）」と定義されている(10)。 

 近年の次世代シーケンサーの目覚ましい発展は、環境中のメタゲノムの解析

や培養困難な微生物の解析を可能にした(11)。その結果として、それまでは明

らかにされていなかった腸内細菌叢の役割がだんだんと理解され始め、今では

腸内細菌叢は宿主の臓器の一つとして認識されるまでに至っている(12)。腸内

細菌叢は単に難消化性物質の代謝に関与しているだけでなく、宿主の発達に重

要であり(13)、腸内細菌叢の恒常性の破綻は宿主の恒常性の破綻に直結してい

る。実際、マウスを用いた実験において、肥満モデルの菌叢を移植することで、
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そのマウスも体重が増加してしまうことなどが明らかとなっており腸内細菌叢

の重要性が示されている(14)。腸内細菌叢からは新たな有用微生物が多く見つ

かっており、これらを新たなプロバイオティクスとして利用する為に多くの研

究が進められている(15, 16)。 

 プロバイオティクスとして広く認識されている微生物の多くは Lactobacillus

属や Bifidobacterium 属に属している。これら微生物はその長い利用の歴史から、

アメリカ食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）においては

Generally Recognized as Safe（GRAS）微生物であると認定されていると共に、

欧州食品安全機関（European Food Safety Authority; EFSA）においては Qualified 

presumption of safety（QPS）のステータスを与えられている(10, 17)。これらの

ことから、多くの食品や健康食品の添加物として、プロバイオティクスは利用、

消費されている。しかし、次世代シーケンサーの発達により見出された新たな

有用微生物には乳酸菌などのプロバイオティクスとは異なり、その利用には高

いハードルがある(18)。さらに、近年の遺伝子工学の発展はプロバイオティク

スやその他の微生物の有用性向上に寄与しており、様々な組換え微生物が作製

されている。これらのような、利用の歴史が短く、一般にプロバイオティクス

と見なされていない微生物の利用・研究の促進を目的として、Next-generation 

probiotics（NGPs）の概念が提唱された(18)。NGPs はさらに、食品や添加物と

しての利用ではなく、バイオ医薬品としての利用を見据えている。バイオ医薬

品としての利用を目的とした有用微生物や遺伝子組換え微生物は Microbial 

therapeutics と呼ばれ、注目されている(19)。NGPs や Microbial therapeutics はプ

ロバイオティクス等の有用微生物を元に開発されるが、消費者の視点に立って

みると、プロバイオティクスとは大きくかけ離れていると言える。実際、遺伝

子工学を適用した微生物の食品としての利用は難しく、社会的にも望まれるも

のではない。NGPs や Microbial therapeutics は医薬品の枠組みの中で、利用され

ることが予想される。 

 微生物を用いた Microbial therapeutics の一つに糞便移植（fecal microbiota 

transplant; FMT）がある。腸内細菌叢の恒常性は宿主の恒常性に直結している

為、破綻した腸内細菌叢に対して、健常者の菌叢を移植することで、その恒常

性を回復するというものである(20)。Clostridium difficile 感染に対する FMT は一

定の有効性を示しており、Microbial therapeutics の一つとして認識されている

(21)。さらに、プロバイオティクスとして知られている乳酸菌に対して遺伝子
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工学の技術を適用することで、様々なタンパク質を産生可能となった乳酸菌組

換え体（Genetically modified lactic acid bacteria; gmLAB）もまた、NGPs に分類さ

れていると共に、Microbial therapeutics としての利用が研究されている(22)。

gmLABは一般的な組換えタンパク質発現宿主に用いられる大腸菌とは異なり、

リポ多糖（LPS）などの内毒素を有していないことから、そのまま経口・経鼻

投与が可能である。そのため、gmLABは菌体からの目的タンパク質の精製が必

要なく、コスト的な利点がある。さらに、乳酸菌は胃酸や胆汁酸に対する耐性

を有していることから、菌体内の組換えタンパク質を宿主腸管内の消化から守

ることが出来る。また、宿主の腸管内に定着可能な乳酸菌の gmLAB への応用

は宿主内での自己増殖によって、より少ない投与回数での疾患予防･軽減が期

待できる。乳酸菌のアジュバントとしての機能性もまた、Microbial therapeutics

としての利点に挙げられる(23)。 

上記の通り、gmLAB は Microbial therapeutics の宿主として、非常に魅力的で

あると言える。実際、gmLABを用いたいくつかの臨床試験が行われており、糖

尿病や炎症に対する Microbial therapeutics としての承認が期待されている。しか

し、未だにその有効性を強力に示し、承認を受けた gmLAB は存在しない。本

研究では gmLAB に基づく Microbial therapeutics 研究を後押しする為の基礎的知

見の提供を目的として、炎症性腸疾患及びがんに対する gmLAB を構築した。 
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第 2 章 インターロイキン 1 受容体アンタゴニストを分泌する乳酸菌組換え体

の構築と急性大腸炎モデルマウスにおける抗炎症効果の検証 

 

 

緒言 

現在、炎症性腸疾患（Inflammatory bowel disease; IBD）の世界的な増加が問題と

なっており、特に急速に西洋化の進む発展途上国の IBD 患者の増加によって、

深刻な世界的パンデミック発生の危険性が指摘されている(24)。IBD は腸管で

起こる慢性炎症疾患で、潰瘍性大腸炎（ulcerative colitis）とクローン病

（Crohn’s disease）の 2 つに大別される(25)。症状として、下痢や血便等が知ら

れているが、その根本的な原因は未だ明らかにされていない。 

近年の研究において、潰瘍性大腸炎やクローン病患者の腸管粘膜における病

変部位の症状の悪化具合とインターロイキン（Interleukin; IL）1β を発現する単

球の存在量との間に正の相関があることが見いだされた(26, 27)。IL-1 には IL-

1αと IL-1βがあるが、IL-1βは主にマクロファージ等の免疫細胞が産生する炎症

性サイトカインとして知られている(28)。IL-1 のシグナルは様々な分子によっ

て制御されているが、内因性の受容体アンタゴニスト（IL-1 receptor antagonist; 

IL-1Ra）は特に重要な役割を果たしている。IL-1Ra は IL-1β と同様に主に免疫

細胞より産生され、IL-1 受容体に結合する。IL-1 が受容体に結合するとその後

の炎症反応が促進されるが、IL-1Ra が受容体に結合してもその後の反応は誘導

されない為、IL-1Ra は過剰な IL-1 シグナルが引き起こされないよう調節してい

る(29)。この IL-1 と IL-1Ra のバランスが免疫反応の恒常性維持には重要である

が、IBD 患者の消化管ではこのバランスの不均衡が引き起こされていることが

報告されている(30)。また、IL-1Ra ノックアウトマウスを用いた研究では、同

マウスが自発的に IBD 様症状を示すことが分かっている(31)。これまでに、IL-

1Ra や抗 IL-1 抗体を用いた IL-1 シグナリングを標的とした前臨床試験が実施さ

れており、IBD 及び炎症に対するその有効性が示されている(32-34)。これらの

実験的成功を受けて、アナキンラ（Anakinra; 組換えヒト IL-1Ra）の皮下投与を

用いた臨床試験が実施されたが、5.1%の患者において深刻な副作用が観察され

るなど、その利用には課題がある(35)。そこで、IL-1Ra を皮下投与等の全身投

与ではなく、炎症部位の消化管に直接運搬することが出来れば、副作用を抑制

できると共に、より効率的に IL-1 シグナルを抑制できるのではないかと考えた。 
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 これらの課題に対する戦略として、gmLAB を用いた IL-1Ra の産生及び運搬

は非常に魅力的であると言える(22)。実際、IL-1Ra の精製が不要である点やそ

の培養及びタンパク質産生誘導に高度な技術を必要としない点は gmLAB を利

用する大きな利点として挙げられるだろう。さらに、前章で述べたように

gmLAB は Microbial therapeutics や NGPs として人々の健康維持増進のツールと

して期待されている(18, 19)。加えて、タンパク質そのものを経口的に投与した

場合と比較して、gmLABにタンパク質を運搬させるとより少ない量のタンパク

質量で同等の効果が得られることが分かっている(36, 37)。以上のことを踏まえ

て、本章では IBD に対する効果的でより安価な予防・軽減戦略を提案すること

を目的として、IL-1Ra を分泌する gmLAB を構築し、その効果を IBD モデルマ

ウスとして広く知られているデキストラン硫酸ナトリウム（dextran sulfate 

sodium; DSS）誘導性急性大腸炎モデルマウスを用いて検証したので報告する。  
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材料及び方法 

1. プラスミド、菌株及び培養条件 

乳酸菌用遺伝子発現ベクターは Shigemori らによって構築された pNA8148#2: 

SEC（Fig. 1a）を用いた(38)。pNA8148#2: SEC は市販の乳酸菌用発現ベクター

である pNZ8148（MoBiTec GmbH, Gottingen, Germany）のマルチクローニングサ

イト（multi cloning site; MCS）の上流に分泌用のシグナルペプチドである SPusp45

を組込んだ分泌用ベクターである。 

 本研究における組換えタンパク質発現宿主として、Lactococcus (L.) lactis 

subsp. cremoris NZ9000（NZ9000）（MoBiTec GmbH）を用いた。NZ9000 は Nisin

誘導型遺伝子発現システムである pNZ8148 の利用に 適化された乳酸菌株で、

野生株の L. lactis subsp. MG1363 より構築された組換え乳酸菌である。乳酸菌は

0.5%のグルコース（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を含む M17 培地（Becton, 

Dickinson and Company, MD, USA）（GM17）にて 30°C 条件下で静置培養した。

また、pNZ8148 シリーズのプラスミドは選択マーカーとしてクロラムフェニコ

ール耐性遺伝子（Chloramphenicol acetyltransferase; CAT）を有している為、

gmLAB の培養は GM17 に chloramphenicol（Nacalai Tesque）を終濃度 10 µg/mL

で添加した GM17 cm にて行った。 

 組換えタンパク質発現ベクターの構築の際には、Escherichia coli MC1061

（TaKaRa Bio, Shiga, Japan）を用いた。MC1061 の培養は、Luria-Bertani（LB）

培地（Merck KGaA, Darmstadt, Germany）を用いて 37°C 条件下で浸透培養（220 

rpm）にて行った。また、必要に応じて chloramphenicol（25 µg/mL）を添加した

（LBcm）。 

 

2. 遺伝子発現ベクターの構築 

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：16-032）。 

マウス（m）IL-1Ra遺伝子（GenBank accession #: NM_001039701.3）はL. lactis 

subsp. cremoris MG1363 のコドン使用頻度に 適化し、Eurofins Genomics K.K.

（Tokyo, Japan）に合成を委託した。合成した遺伝子はサブクローンベクターで

ある pTAKN-2 の Hind III 及び Kpn I の間にクローニングされた。 

mIL-1Ra の両端を制限酵素（Hind III 及び Kpn I）（TaKaRa Bio）で切断し、1% 
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agarose（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）ゲルを用いた電気泳動を行い、

DNA 断片を確認した。mIL-1Ra の DNA 断片は FastGene Gel/PCR Extraction Kit

（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）を用いてゲル中から精製した。また、遺伝子

発現ベクターの pNZ8148#2: SEC も同様に制限酵素処理、電気泳動を行った。 

得られた mIL-1Ra 及び pNZ8148#2: SEC の断片の混合液（7.5 µL）と同量の

Ligation high Ver.2（TOYOBO, Osaka, Japan）を混合し、16°C、30 min 静置する

ことでライゲーションを行った。その後、MC1061 に導入し、1.5 hr の浸透培養

後、LBcm 寒天培地に塗布した。得られたコロニーを pNZ8148 特異的プライマ

ー（Table M1; F3126, R340）を用いたコロニーダイレクト PCR にて解析した。

コロニーは LBcm 液体培地で振盪培養し、FastGene Plasmid Mini Kit（NIPPON 

Genetics）を用いてプラスミドを抽出・精製した。精製したプラスミドは F3126, 

R340 を用いたシーケンス解析（Eurofins Genomics K.K.）により、挿入遺伝子の

変異・欠損の有無を確認した。 

 

3. gmLAB の構築 

構築した mIL-1Ra 発現分泌ベクター（pNZ8148#2: SEC-mIL1Ra; Fig. 1b）を

NZ9000 に導入し gmLAB（NZ-IL1Ra と命名）を構築した。 

 NZ9000 を前培養後、GM17 に菌液を添加し（終濃度 5%）Optical Density 600 

nm（OD600）が 0.2-0.3 になるまで培養した（10 mL スケール）。得られた菌液を

遠心（3000 g, 4°C, 20 min）し、集菌した。Electroporation buffer（0.5 M Sucrose, 

10% Glycerol）での遠心洗浄（6000 g, 4°C, 5 min）を 2 回行い、200 µL の

Electroporation buffer に再懸濁した。 

  氷冷したエレクトロポレーションキュベット（Bio-Rad Laboratories, CA, USA）

に調製した NZ9000 及びプラスミドベクター（100-500 ng）を添加し、Gene 

Pulser Xcell（Bio-Rad Laboratories）を用いてパルス（2,000 V, 25 µF, 200 Ω）した。

その後、氷冷した 500 µL の GM17 SOC（20 mM MgCl2 [Nacalai Tesque], 2 mM 

CaCl2 [Nacalai Tesque] in GM17）を添加し、氷上に 5 min 静置した。30°C で 2 hr

培養後、GM17cm 寒天培地に塗布し、overnight で培養した。得られたコロニー

を釣菌し、20%で Glycerol（Nacalai Tescue）を含む GM17cm にて凍結保存した

（-80°C）。 

 また、NZ-IL1Ra の構築と同様に空のベクターである pNZ8148#2: SEC を

NZ9000 に導入し、ベクターコントロール gmLAB（NZ-VC）も構築した。 
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4. 組換え遺伝子発現の誘導と組換え（r）mIL-1Ra の検出 

 前培養した gmLAB（NZ-IL1Ra 及び NZ-VC）を終濃度 5%となるように

GM17cm に添加し、OD600 が 0.4 になるまで培養した（1-1.5 hr）。遺伝子発現誘

導物質である Nisin（MoBiTec GmbH）を終濃度 1.25 ng/mL となるように添加し、

3 hr 培養した。菌体と培養液上清を遠心分離（8000 g, 4°C, 1 min）にて回収し、

それぞれのタンパク質溶液を調製した。 

菌体は Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris-Cl [Nacalai Tesque], 150 mM NaCl 

[Nacalai Tesque], pH 7.5)で洗浄後、TBS+PIC（protease inhibitor cocktail; Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany ）に 再 懸 濁 した 。 ガ ラス ビ ー ズ

（0.2 mmφ; ASONE, Osaka, Japan）を添加し、ビーズクラッシャー（µT-12; 

TAITEC, Saitama, Japan）にて菌体を破砕した（3200 rpm, 180 sec [60 sec, on 

ice×3]）。その後、菌体破砕液を回収した（20000 g, 4°C, 15 min）。 

1500 µL の培養液上清に 300 µL の trichloroacetic acid（Wako, Osaka, Japan）を

添加し、氷上で 1 hr 静置した。遠心分離（20000 g, 4°C, 15 min）により、沈殿

を回収し、400 µL の acetone（Wako）にて 2 回洗浄した。55°C に加温し、沈殿

を乾燥させた後、100 µL の 0.05 M NaOH（Nacalai Tescue）に再懸濁した。 

菌体及び培養液上清より調製したサンプルは等量の SDS sample buffer（Wako）

と混合し、95°C、5 min 加温した。その後、サンプルを sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)に供し、タンパク質を分離した。

SDS-PAGE には 15%の分離ゲル、及び濃縮ゲル（Table M2）を用いた。サンプ

ルをウェルに添加後（菌体; 8 µL, 培養液上清; 20 µL）、Running buffer（Table M3）

中でサンプル濃縮（10 mA）後、分離した（200 V, 40 min）。分離したタンパク

質は Coomassie Brilliant Blue (CBB)（0.25% Brilliant Blue R [TCI, Tokyo, Japan], 

40% methanol [Wako], 7% acetic acid [Wako]）にて染色もしくは Amersham Hybond 

P PVDF membranes (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)に転写した。転写は

Transfer buffer（Table M4）中で通電（100 V, 1 hr）し行った。転写後の PVDF 膜

は菌体画分と培養液上清画分に分け、それぞれ 5 または 3%のスキムミルク含有

TBS-T（0.05% Tween 20 [Nacalai Tesque] in TBS）で 1 hr ブロッキングした。TBS-

T で 10 min の振盪洗浄を 3 回行い、一次抗体溶液（mouse anti-His-tag antibody 

[BioLegend, San Diego, CA, USA]：TBS-T=1：1,000）にて 4°C で一晩振盪した。

TBS-T で 10minの振盪洗浄を 3回行った。その後、二次抗体液（HRP-conjugated 

goat anti-mouse IgG antibody [Sigma-Aldrich, MO, USA]：TBS-T＝1：5,000）にて
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室温で 1 hr 振盪した。TBS-T で 10 min の振盪洗浄を 3 回行った。振盪洗浄後、

Amersham ECL Prime Western Blotting Analysis System（GE Healthcare）を PVDF

膜にかけ、ImageQuant LAS 500（GE Healthcare）を用いてバンドを検出した。 

菌体破砕液中の rmIL-1Ra の定量は enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

にて行った。Nisin 添加後、48 hr 培養した培養液から菌体破砕液と培養液上清

を調製・回収した。それぞれをTBS+PICにて希釈し、ELISA（Mouse IL-1Ra/IL-

1F3 ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）に供した。 

 

5. rmIL-1Ra の精製 

NZ-IL1Ra を 1 L スケールで培養し、Nisin を添加することで組換えタンパク質

の発現を誘導した。遠心分離（3000 g, 4°C, 20 min）により培養液上清を回収し、

Supernatant-binding buffer (20 mM Na3PO4 12H2O, 500 mM NaCl, and 20 mM 

imidazole in the supernatant)を調製し、フィルター（0.45 µm; Merck KGaA）に通

した。 

 精製は AKTA pure（1 mL/min; GE Healthcare）、His Trap HP column（GE 

Healthcare）を用いて行った。His Trap HP column を平均化後、調製した

Supernatant-binding buffer を通した。カラムを binding buffer で洗浄後（20-column 

volume [CV]）、カラムに吸着したタンパク質を 0-500 mM のイミダゾールのグラ

ジェントを35 CVで流し、溶出した。得られた各画分（supernatant, flow-through, 

wash, and eluate: E-1 to E-5）を上記の通り SDS-PAGE 及び Western blot に供し、

目的タンパク質の有無を確認した。 

 rmIL-1Ra を含む目的の画分（E-3）は phosphate-buffered saline (PBS) (10 mM 

Na2HPO4, 2.7 mM KCl, 137 mM NaCl, and 1.76 mM KH2PO4 [pH 7.4])で透析後、

ELISA（Mouse IL-1Ra/IL-1F3 ELISA, R&D Systems）にて濃度を測定した。 

 

6. EL4.NOB-1 の培養条件 

C57BL/6N 由来のリンパ腫由来細胞株である EL4.NOB-1 細胞（Sigma-Aldrich）

は complete RPMI 1640 medium（RPMI 1640 [Sigma-Aldrich] containing fetal calf 

serum [10%, Sigma-Aldrich], streptomycin [100 mg/mL; Nacalai Tesque], penicillin 

[100 U/mL; Nacalai Tesque], HEPES [25 mM; Nacalai Tesque], nonessential amino acids, 

sodium pyruvate [1.0 mM; Nacalai Tesque], and 2-mercaptoethanol [0.0035%; Nacalai 

Tesque]）にて培養した。EL4.NOB-1 細胞は 37°C, 5% CO2 条件下で培養し、3 日
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に 1 度継代した。 

 

7. rmIL-1Ra の生理活性試験 

EL4.NOB-1 細胞（2×105 cells/170 µL）を 96 well plate に播種し、3 hr 培養した。

その後、 IL-1β/IL-1F2 (200 pg/10 µL: R&D Systems)及び様々な濃度（37.25–

250 ng/20 µL）の精製 rmIL-1Ra、市販の mIL-1Ra（R&D Systems）、ヒト（h）IL-

1Ra（R&D Systems）を添加し、24 hr培養した。培養後、上清を回収し、IL-2濃

度を ELISA（R&D Systems）で測定した。 

 

8. マウスと倫理的承認 

C57BL / 6 マウス（雌、7 週齢）を Japan SLC（Shizuoka, Japan）から購入し、光

と温度を制御した条件下で 2 週間予備飼育した。 マウスには、標準的な食餌と

オートクレーブ処理した水を自由に与えた。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：240078）。 

 

9. NZ-IL1Ra の経口投与による rmIL-1Ra の腸管到達試験 

マウス（n=3-4）を非投与群（non-administration group; N.A.）と NZ-IL1Ra 投与

群（NZ-IL1Ra）に分けた。NZ-IL1Ra は 50 mL スケールで上記と同様の方法に

て遺伝子発現を誘導し、菌液を調製した。NZ-IL1Ra を 1×1010 CFU/200 µL とな

るように調製し、30 min 毎に 10 回経口投与を行った。 後の経口投与から 30 

min 後にマウスを安楽死させ、盲腸と結腸の内容物、及び血清を回収した。盲

腸及び結腸の内容物は 200 mg/mL となるように PBS に懸濁し、GM17cm 寒天倍

期に画線した後、2 日間培養した。得られたコロニーのうちランダムに 8 つの

シングルコロニーを釣菌し、ユニバーサルプライマー（27F, 1492R; Table M1）

を用いて PCR（Table M5）にかけ 16S rRNA を増幅した。得られた DNA 断片を

シーケンス解析（Eurofins Genomics K.K. ）に供し配列決定後、 BLAST

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）(39)を用いて菌種を同定した。盲腸及び

結腸の内容物の PBS 懸濁液を遠心し（20000 g, 4°C, 15 min）、上清を回収した。

上清中及び血清中の mIL-1Ra 濃度は Mouse IL-1Ra/IL-1F3 ELISA（R&D Systems）

にて測定した。 
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10. DSS 誘導性急性大腸炎モデルマウスの構築と gmLAB の経口投与 

C57BL / 6 マウス（雌、7 週齢）を Japan SLC（Shizuoka, Japan）から購入後、2

週間予備飼育し、NZ-VC 群（n=18）と NZ-IL1Ra 群（n=18）に分けた。それぞ

れのマウスに対して DSS（MW = 36-50 kDa; MP Biomedicals, OH, USA）を 3%で

含む滅菌水を 5 日間自由飲水させ、大腸炎を誘導した（Day 0-5）。5 日目に通常

の滅菌水に切り替え、実験終了まで与えた（Day 5-11）。体重と糞の硬さ、血便

の程度を観察し、症状が重いほど値が大きくなるようにスコア化した（体重:0-

4, 糞の硬さ:0-3, 血便:0-3）。これら 3 項目のスコアを合計したものを Disease 

Activity Index（DAI）スコア（0-10）とし(40)、で大腸炎の重症度を評価した。

また、 終日（Day 11）にはマウスを安楽死させ、大腸の長さを測定後、大腸、

腸間膜リンパ節（mesenteric lymph nodes; MLNs）、及び盲腸内容物を回収した。 

 gmLAB（NZ-VC, NZ-IL1Ra）は 100 mL スケールで培養し、上記の通り Nisin

を添加することで遺伝子発現を誘導した。それぞれの gmLAB を 5.0×1010 

CFU/mL になるよう調製し、マウスに対して 200 µL（1.0×1010 CFU/mouse）を経

口投与した（Day 0-11）。 

 

11. 病理組織学的解析 

摘出した大腸遠位部を O.C.T. Compound（Sakura Finetek Japan, Tokyo, Japan）に

凍結包埋し、Leica CM3050 S cryostat（Leica Biosystems, Newcastle, UK）を用い

て薄切を行った（6 µm）。その後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、BZ-

X800 microscope（Keyence, Osaka, Japan）にて観察した。また、Hybrid Cell 

Count System in the BZ-X800 viewer（Keyence）を用いて、炎症により肥厚した

粘膜組織面積を測定した。 

 

12. DSS モデルマウスにおける炎症性サイトカインの解析 

各炎症性サイトカイン（IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-17）の mRNA 発現量は

Real-time 定量的 PCR（RT-qPCR）にて行った。大腸及び MLN から Trizol 法(41)

を用いて total RNA を抽出し、PrimeScript RT reagent Kit（TaKaRa Bio）を用いて

cDNA を合成した。内部標準物質の β-actin 及び炎症性サイトカインの特異的プ

ライマーは TaKaRa Bio より購入した。 

 MLN を brefeldin A（Nacalai Tescue）, ionomycin（Nacalai Tescue）, and phorbol 

12-myristate 13-acetate（Nacalai Tescue）を含む complete RPMI 1640 で 4 hr 培養
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し、4%のParaformaldehyde（Nacalai Tescue）で固定した。細胞をAlexa Fluor 488 

anti-mouse CD4 (CAT# 100423; BioLegend) 及び  PerCP/Cy5.5 anti-mouse IL-17A 

antibodies (CAT# 506919; BioLegend)で染色し（4°C, 60 min）、Cell Sorter SH800

（Sony, Tokyo, Japan）を用いて CD4+ IL-17+細胞数を測定した。得られたデータ

は FlowJo software (LLC, Ashland, OR, USA)を用いて解析した。 

 

13. 次世代シーケンサーを用いた腸内細菌叢解析 

終日（Day 11）に回収した盲腸内容物から QIAamp DNA Stool Mini Kit

（Qiagen, CA, USA）を用いてDNAを抽出した。アンプリコンPCR（Table M6）

及びインデックス PCR（Table M7）を行いライブラリー調製後、illumina Miseq

を用いた外注委託（TaKaRa）にて菌叢を解析した。得られた配列データ（fastq）

の品質管理及び使用したプライマーの除去は DADA2(42)にて行った。データ解

析は Qiime2 パイプライン(43)を用いて行い、盲腸内細菌叢組成、α 及び β 多様

性を解析した。細菌叢の taxonomy assignment は Greengenes データベース

(Greengenes 13_8 99% operational taxonomic units [OTUs])を用いて行った。 

 

14. 統計解析 

全ての統計解析は GraphPad Prism software (version 8, GraphPad, CA, USA)を用い

て行い、p<0.05 を有意差とした。in vitroの rmIL-1Ra 生理活性試験では、一元配

置分散分析法及び Tukey-Kramer 法を用いて p 値を算出した。in vivo の試験では

ROUT 法にて外れ値検出を行った後、t-test にて p 値を算出した。  
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Table M1 本研究で使用したプライマー配列 

      

Name 5'-sequence-3' Length (bp) 

F3126 TGCCCCGTTAGTTGAAGAAG 20 

R340 TCAATCAAAGCAACACGTGC 20 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 

1492R GGCTACCTTGTTACGACTT 19 

16S rRNA F 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACA 

GCCTACGGGNGGCWGCAG 
50 

16S rRNA R 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGAC 

AGGACTACHVGGGTATCTAATCC 
55 

 

Table M2 ポリアクリルアミドゲルの組成   

      

15%分離ゲル 

30% (w/v) acrylamide (Wako) 4,800 µL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,000 µL 

10% sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich) 80 µL 

10% ammonium persulfate (Sigma-Aldrich) 27 µL 

Tetramethylethylenediamine (Wako) 4 µL 

Water 1,120 µL 

      

濃縮ゲル 

30% (w/v) acrylamide (Wako) 400 µL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 625 µL 

10% sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich) 25 µL 

10% ammonium persulfate (Sigma-Aldrich) 8.3 µL 

Tetramethylethylenediamine (Wako) 2.5 µL 

Water 1,440 µL 
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Table M3 SDS Running buffer の組成 

      

Tris (Nacalai Tesque) 3.0 g 

Glycine (Nacalai Tesque) 14.4 g 

Sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich) 1.0 g 

Water up to 1 L 

 

Table M4 Transfer buffer の組成 

      

Tris (Nacalai Tesque) 3.0 g 

Glycine (Nacalai Tesque) 14.4 g 

Methanol (Nacalai Tesque) 100 mL 

Water up to 1 L 
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Table M5 PCR 反応の組成及び条件  

      

Component of reaction solution 

KOD Plus Neo buffer (TOYOBO) 5 µL 

dNTPs (TOYOBO) 5 µL 

MgSO4 (TOYOBO) 3 µL 

Primer Mixture (10 µM each) 2 µL 

KOD Plus Neo buffer (TOYOBO) 1 µL 

Template DNA solution (10 ng/µL, pTAKN-2-mOC) 0.1 µL 

Water 33.9 µL 

Condition for reaction 

95°C   5 min 

95°C   30 sec 

65°C   30 sec 

72°C   30 sec 

5 cycles     

95°C   30 sec 

60°C   30 sec 

72°C   30 sec 

10 cycles     

95°C   30 sec 

55°C   30 sec 

72°C   30 sec 

25 cycles     

72°C   3 min 

12°C   hold 
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Table M6 アンプリコン PCR 反応の組成及び条件  

      

Component of reaction solution 

Microbiota DNA (5 ng/µL) 2.5 µL 

16S rRNA F (1 µM) 5 µL 

16S rRNA R (1 µM) 5 µL 

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich) 12.5 µL 

Condition for reaction 

95°C   3 min 

95°C   30 sec 

55°C   30 sec 

72°C   30 sec 

25 cycles     

72°C   5 min 

4°C   hold 

 

Table M7 インデックス PCR 反応の組成及び条件  

      

Component of reaction solution 

DNA 5 µL 

Nextera XT index primer1 (N7xx) (illumina, CA, USA) 5 µL 

Nextera XT index primer2 (S5xx) (illumina) 5 µL 

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich) 25 µL 

Water 10 µL 

Condition for reaction 

95°C   3 min 

95°C   30 sec 

55°C   30 sec 

72°C   30 sec 

8 cycles     

72°C   5 min 

4°C   hold 
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結果 

 

1. rmIL-1Ra を高産生する gmLAB の構築 

mIL-1Ra をコードする DNA 配列を乳酸菌用遺伝子発現ベクター（pNZ8148#2: 

SEC; Fig. 1a）に挿入することで、IL-1Ra 発現ベクターである pNZ8148#2: SEC-

mIL1Ra（Fig. 1b）を構築した。構築したベクターもしくは元のベクターを電気

穿孔法を用いて NZ9000 に導入し、ベクターコントロール gmLAB（NZ-VC）も

しくは mIL-1Ra 発現 gmLAB（NZ-IL1Ra）を構築した。Nisin を添加した培地で

培養することで、NZ-IL1Ra の細胞画分において rmIL-1Ra の分泌前駆体のサイ

ズに一致するバンドを Western blot により検出した（24.5 kDa, NZ-IL1Ra (+), Fig. 

1d）。一方で、NZ-VC や Nisin 刺激を行わなかった NZ-IL1Ra の細胞画分ではバ

ンドは検出されなかった（Fig. 1d）。Nisin 刺激を行った NZ-IL1Ra の培養液上清

画分においては、分泌型の rmIL-1Ra のサイズに一致するバンドを検出した

（21.8 kDa, NZ-IL1Ra (+), Fig. 1d）。しかし、同様のバンドは NZ-VC 及び Nisin

刺激を行わなかった NZ-IL1Ra では検出されなかった。これらの結果は、NZ-

IL1Ra が Nisin の刺激依存的に rmIL-1Ra を発現し分泌していることを示してい

る。また、ELISA を用いて発現量・分泌量を測定したところ、細胞画分におい

て 100.75 ± 23.4 µg/mg、培養液上清画分においては 2.00 ± 0.73 mg/L という顕著

な rmIL-1Ra の量を確認した。以上のことから、Nisin 刺激依存的に rmIL-1Ra を

多量に分泌する gmLAB の構築に成功した。 

 

2. rmIL-1Ra の精製と生理活性試験 

rmIL-1Ra は NZ-IL1Ra の培養液上清より精製し、精製過程で得られた 280 nm に

おける吸光度（A280）のクロマトグラフを示す（Fig. 2a）。吸光度の値に基づき、

得られた画分を 5 つの画分に分けた（E-1〜E-5）。精製タンパク質の精製度は

SDS-PAGE 及び CBB 染色を用いて行い（Fig. 2c）、rmIL-1Ra の検出は Western 

blot（Fig. 2b）にて行った。分泌型の rmIL-1Raのサイズに一致するバンド（21.8 

kDa）は E-2 から E-4 にかけて確認され、特に E-3 画分における rmIL-1Ra の精

製度が高いことが示された。そのため、今後の試験においては PBS による透析

を行った E-3 画分を精製 rmIL-1Ra とし、in vitro 試験に使用した。また、ELISA

にて rmIL-1Ra の量を測定したところ、50 µg の rmIL-1Ra が得られた。 

 精製 rmIL-1Ra における IL-1 シグナル阻害活性の測定は EL4.NOB-1 細胞(44)
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を用いた in vitro 試験にて行った。EL4.NOB-1 細胞を市販の IL-1βで刺激すると、

IL-2 の分泌が促進されることが示された一方で、無刺激の場合は IL-2 の分泌は

見られなかった（Fig. 3）。IL-1β の刺激によって誘導される IL-2 分泌は精製

rmIL-1Ra、もしくは市販の IL-1Ra（マウス、ヒト）の添加量を増加していくこ

とで、その濃度依存的に有意に減少した（Fig. 3）。また、IL-2 の分泌阻害の効

果は、mIL-1Ra ＞ hIL-1Ra ＞ 精製 rmIL-1Ra の順であった（Fig. 3）。 

 

3. NZ-IL1Ra の経口投与による rmIL-1Ra の腸管到達試験 

NZ-IL1Ra を 30 min 毎、合計 10 回経口投与し、rmIL-1Ra の腸管到達試験を調査

した。 後の経口投与の 30 min 後に血清及び盲腸、大腸の内容物を回収した

（Fig. 4a）。回収した消化管内容物をGM17cm寒天培地に塗布したプレーティン

グアッセイでは、NZ-IL1Raを経口投与した群では多数のコロニーが観察され、

経口投与を行わなかった群ではコロニーは見られなかった（Fig. 4b）。得られた

コロニーを無作為に選択し、16S rRNA 遺伝子領域を PCR にて増幅後、シーケ

ンス解析に供した。結果として、全てのコロニーにおいて L. lactis との相同性

（100%）を示した。また、血清 mIL-1Ra は NZ-IL1Ra の経口投与により、劇的

に上昇したと共に（Fig. 4c）、盲腸及び大腸の内容物中の mIL-1Ra 濃度も経口投

与を行わなかった群と比較し有意に上昇した（Fig. 4d, e）。 

 

4. 急性大腸炎モデルマウスに対する NZ-IL1Ra の経口投与試験 

DSS 誘導性大腸炎モデルマウスに対して NZ-IL1Ra もしくは NZ-VC を経口投与

した（Fig. 5a）。大腸炎の重篤度は体重及び DAI スコアを測定することで、評価

した。また、実験 終日（Day 11）にマウスを安楽死させ、大腸を摘出し、そ

の長さを測定した。 

 マウスに 3%DSS 滅菌水を自由飲水させることで、Day 5 から Day 8 にかけて、

体重が著しく減少し、大腸炎が誘導されていることが確認された（Fig. 5b）。

Day 8 以降において、NZ-VC 経口投与群ではその後の体重増加があまり見られ

ない一方で、NZ-IL1Ra 経口投与群では有意な体重の回復が確認された（Fig.  

5b）。DAI スコアに関しては、DSS 自由飲水の 終日である Day 5 の NZ-IL1Ra

経口投与群において、NZ-VC 経口投与群と比較し、その上昇が有意に抑制され

た。また、 終日の Day11 においても NZ-VC 経口投与群と比較し、NZ-IL1Ra

経口投与群では有意に減少した（Fig. 5c）。また、大腸炎の指標の一つである大
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腸の長さにおいても、NZ-VC 経口投与群と比較し、NZ-IL1Ra 経口投与群にお

いてその短縮が有意に抑制された（Fig. 5d）。摘出した大腸における HE 染色の

結果では、NZ-VC 経口投与群で見られる免疫細胞の浸潤が NZ-IL1Ra 経口投与

群で見られないだけでなく、粘膜組織面積においても NZ-IL1Ra 経口投与群で

は有意に改善した（Fig. 5e-g）。 

 

5. NZ-IL1Ra 経口投与における炎症性サイトカインへの影響 

IBD モデルにおいては、炎症性サイトカインである TNF-α や IFN-γ が過剰発現

すると共に、Th17 の IL-17A が IL-1 シグナルの影響を強く受けることが知られ

ている(45-48)。そのため、大腸と MLN を回収し、NZ-IL1Ra の抗炎症効果を検

証した。また、MLNにおけるCD4+ IL-17A+細胞はフローサイトメトリーにて測

定した。結果として、NZ-IL1Ra 経口投与群においては NZ-VC 経口投与群と比

較し、有意に CD4+ IL-17A+細胞の割合が減少した（Fig. 6 a-c）。 

  Total RNA を大腸及び MLN より抽出し、TNF-α、IFN-γ、そして IL-17A の

mRNA 発現量を RT-qPCR にて測定した（Fig. 6 d-i）。MLN における TNF-α発現

を除き、炎症性サイトカインの mRNA 発現量は NZ-VC 経口投与群と比較し、

NZ-IL1Ra 経口投与群にて減少傾向が見られた。特に、大腸における TNF-α 発

現量と MLN における IFN-γ発現量は有意に減少した（Fig. 6 e, g）。 

 

6. NZ-IL1Ra 経口投与による腸内細菌叢への影響 

IBD が消化管で発生する疾患であることを考慮し、DSS 誘導性大腸炎モデルマ

ウスにおける腸内細菌叢を調査した。すなわち、次世代シーケンサーを用いた

16S rRNA 遺伝子のメタゲノム解析を用いて、NZ-IL1Ra 経口投与群と NZ-VC 経

口投与群における腸内細菌叢の組成を解析した（Fig. 7a）。多様性解析において

は、NZ-VC 経口投与群と比較し、NZ-IL1Ra の経口投与により、α 多様性

（observed OTUs）に変化は見られなかった（Fig. 7b）。同様に β 多様性（Bray-

Curtis）においても NZ-IL1Ra の経口投与により変化は見られなかった（Fig. 7c）。  
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Figure 1 mIL-1Ra 発現ベクターの構築と rmIL-1Ra 発現の解析 

a 乳酸菌用発現分泌ベクター（pNZ8148#2: SEC）の模式図。P, Nisin 誘導型プロ

モーター; SP, USP45 タンパク質のシグナルペプチド配列; His-tag, 6×ヒスチジン

タグをコードする配列; FXa, Factor Xa 認識領域のコード配列; MCS,マルチクロ

ーニングサイト; T, ターミネーター; rep, 複製開始点; cat, クロラムフェニコール

アセチルトランスフェラーゼ遺伝子。 b mIL-1Ra 発現分泌ベクター

（pNZ8148#2: SEC-mIL1Ra）の模式図。Il1ra, MG1363 のコドン使用頻度に 適

化した mIL-1Ra 配列。 c mIL-1Ra 発現ベクターの構築スキーム。 d 発現解析の

結果。NZ-IL1Ra 及び NZ-VC を Nisin の存在（+）もしくは非存在（ｰ）下で培

養し、Western blot にてタンパク質発現を解析した。矢頭（グレー）：SP と IL-

1Ra の複合体である mIL-1Ra 分泌前駆体（24.5 kDa）、矢頭（黒）：分泌体の

mIL-1Ra（21.8 kDa）。  
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Figure 2 rmIL-1Ra の精製 

a タンパク質溶出時におけるクロマトグラム。His-Trap column に結合したタン

パク質を、imidazole を段階的に添加することで溶出した。溶出したタンパク質

を 280 nm における吸光度に基づき、5 つの画分に分け、回収した(E-1~E-5)。b 

anti-His-tag antibody を用いた Western blot にて各画分における mIL-1Ra を検出し

た。 c E-3 画分における SDS-PAGE（CBB 染色）の結果。矢頭は分泌型の rmIL-

1Ra を示す (21.8 kDa)。  
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Figure 3 NZ-IL1Ra より精製した rmIL-1Ra の生理活性試験 

EL4.NOB-1 cells (2×105 cells) を IL-1β (200 pg/well)及び様々な濃度（37.25-250 

ng/well）の精製 rmIL-1Ra、mIL-1Ra、もしくは hIL-1Ra で刺激した。その後、

上清中における IL-2 濃度を ELISA にて測定した。実験は独立した 2 回の測定に

て行われ、データは平均±SD で示した。異符号間に有意差あり（p < 0.05）。n.d. 

= not detected. Mouse (gmLAB), rmIL-1Ra purified from NZ-IL1Ra; Mouse 

(commercial), commercially available mIl-1Ra; Human (commercial), commercially 

available hIl-1Ra.  
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 Figure 4 NZ-IL1Ra の経口投与による rmIL-1Ra の腸管送達試験 

a NZ-IL1Ra の経口投与スケジュール。 b NZ-IL1Ra 経口投与群もしくは非投与群

の大腸内容物を GM17cm 寒天培地に画線培養した。c, d, e 血清、大腸内容物、

盲腸内容物中の mIL-1Ra 濃度。データは平均値±SE（n=3-4）で示す。それぞれ

のドットは一匹のマウスを示す。N.A., non-administration group; NZ-IL1Ra, NZ-

IL1Ra administration group; n.d., not detected.   



p. 25 
 

 

 

 Figure 5 DSS 誘導性大腸炎モデルマウスに対する NZ-IL1Ra の経口投与の効果 

a 大腸炎の誘導と NZ-IL1Ra の経口投与スケジュール。in vivo 試験は 3 回繰り返

し行った（n=18）。b, c DSS 誘導性大腸炎モデルマウスにおける体重変化率と

DAI スコアの推移。データは平均値±SE（n=18）で示す。Day 11 における p 値

をそれぞれ示す。d Day 11 における大腸長の長さ。データは平均値±SE（n=12）

で示し、それぞれのドットは一匹のマウスを表す。e, f 代表的な大腸組織の HE

染色画像（10× magnification）。 e; NZ-VC, f; NZ-IL1Ra. g Day 11 における大腸の

総粘膜面積。データは平均値±SE（n=6）で示し、それぞれのドットは一匹のマ

ウスを表す。  
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Figure 6 サイトカイン発現における NZ-IL1Ra の抗炎症効果 

a-c Day 11 において摘出した MLN を Alexa Fluor488 anti-mouse CD4 antibody 及び

PerCP/Cy5.5 anti-mouse IL-17A antibody で染色した。それぞれのフローサイトメ

トリーのドットは CD4+ IL-17A+細胞を示す（ NZ-VC (a) 、 NZ-IL1Ra (b)）。 c 

CD4+ IL-17A+細胞のデータを示す。データは平均値±SE（n=6）で示し、それぞ

れのドットは一匹のマウスを表す。d-i グラフは IFN-γ (d, g)、TNF-α (e, h)、及び 

IL-17A (f, i) の大腸及びＭＬＮにおける mRNA 相対発現量をそれぞれ示す。値は

NZ-VC 投与群における相対値で示す。データは平均値±SE（n=6）で示し、そ

れぞれのドットは一匹のマウスを表す（×は外れ値を示す）。   
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Figure 7 NZ-IL1Ra の盲腸内細菌叢に対する影響 

a NZ-IL1Ra 経口投与群及び NZ-VC 経口投与群の盲腸内細菌叢の組成（綱レベ

ル）（n=6）。盲腸内容物中の 16S rRNA における V3-V4 領域を増幅し、NGS 解

析に供した。得られた配列データは Qiime2 パイプラインにて解析した。 b NZ-

IL1Ra 経口投与群及び NZ-VC 経口投与群の α多様性 (observed OTUs のレアファ

クションカーブ) （n=6）。 c NZ-IL1Ra 経口投与群及び NZ-VC 経口投与群の β多

様性（Bray-Curtis index）（n=6）。  
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Table 1 NICE-system により産生したインターロイキンの測定結果 

Interleukin  Concentration (µg/L)  Reference 
IL-1Ra (mouse) 2,000  This study 
IL-2 (mouse) 2  (49) 
 (porcine) 580  (50) 
IL-10 (mouse) 40  (51) 
IL-12 (mouse) 0.185  (52) 
 (mouse) 0.065  (53) 
IL-18 (mouse) 0.7  (54) 
IL-22 (human) 10  (55) 
IL-35 (mouse) -  (56) 
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考察 

gmLABは安価にタンパク質を産生可能なだけでなく、腸管粘膜に産生した目的

タンパク質を直接運搬することができる(22)。炎症の悪化に関与する IL-1 シグ

ナルを制御することで、IBD を抑制することを目的として、本研究では rmIL-

1Raを高分泌するgmLAB（NZ-IL1Ra）を構築し、急性大腸炎モデルマウスを用

いてその効果を検証した。本研究で用いた乳酸菌用遺伝子発現ベクターの発現

カセットはバクテリオシンの一種である Nisin によってプロモーター以下の転

写が誘導される PnisA プロモーターによって制御されている(57)。Western blot を

用いた発現解析では、Nisin 刺激を行った NZ-IL1Ra においてのみ顕著な rmIL-

1Ra の産生・分泌が確認された。このことから、本研究において Nisin 刺激依存

的に rmIL-1Ra を産生・分泌する gmLAB の構築に成功した。興味深いことに、

rmIL-1Ra の分泌量は非常に高く（2 mg/mL）、これまでに報告された同様の

Nisin 誘導型遺伝子発現システム（NICE-system; Nisin Controlled gene Expression 

system）を使用してサイトカインの発現誘導を行う gmLABの中で も高いこと

が分かっている（Table 1）。さらに、NZ-IL1Ra の rmIL-1Ra 分泌量が非常に高い

ため、運搬体としてだけでなくエンドトキシンフリーの産生体としての利用も

期待できるだろう。rmIL-1Ra が高産生されるメカニズムは明らかではないが、

gmLAB を Microbial therapeutics として利用することを考えるときに、発現シス

テムと目的タンパク質の適合性について十分に考慮する必要があることを示し

ている。 

 次に gmLAB の産生する rmIL-1Ra に実際に IL-1Ra としての能力、すなわち、

IL-1 シグナルの阻害活性があるかどうかを調査した。rmIL-1Ra の生理活性試験

においては、IL-1R を高発現している細胞株、EL4.NOB-1 細胞を用いた。

EL4.NOB-1 細胞は IL-1 の刺激により、IL-2 を産生することが知られている(44)。

本研究においては、IL-1β の刺激により誘導された IL-2 の分泌レベルは NZ-

IL1Ra の培養液上清より精製した rmIL-1Ra もしくは mIL-1Ra、hIL-1Ra の添加

濃度が増加するとともにその濃度依存的に減少した。これらの結果は gmLAB

の産生した rmIL-1Ra が IL-1 シグナルの阻害剤として機能することを示してい

る。また、IL-1 シグナル阻害の強さが mIL-1Ra、hIL-1Ra、精製 rmIL-1Ra の順

番であったことを考慮すると、His-tag をはじめとする付加配列や開裂した

SPusp45 が rmIL-1Ra の立体構造を変化させ、IL-1R へのアフィニティの低下を引

き起こしたことが示唆された。より正確な立体構造に近づけていく為には、余
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分な付加配列の除去や His-tag 等を用いないベクターの構築が求められる。 

 次に NZ-IL1Ra の経口投与によって rmIL-1Ra が消化管に到達するかどうかを

経口投与試験にて検証した。結果として、腸管内容物のプレーティングアッセ

イでは L. lactis のコロニーを確認したとともに、盲腸及び大腸の内容物中の

mIL-1Ra 濃度が有意に上昇したため、NZ-IL1Ra が生きて消化管に到達し、その

場で rmIL-1Ra を分泌していることが示された。さらに、経口投与を行わなかっ

た群では mIL-1Ra の血中濃度は ELISA の検出限界以下であった一方で、NZ-

IL1Ra の経口投与により mIL-1Ra 濃度が劇的に増加した。タンパク質を多量に

経口投与すると、一部は分解されず消化管に到達し、そのままの形で吸収され、

血中に移行することが報告されている(58)。これらのことは、消化管に生きて

到達した gmLAB によって高分泌された rmIL-1Ra がそのまま吸収され、血中に

まで移行していることを示している。そのため、NZ-IL1Raの経口投与が IL-1シ

グナル阻害における有効なアプローチとなりうることが示唆された。しかし、

rmIL-1Ra の血中移行は全身での炎症抑制を誘導することが期待できる一方で、

過剰な IL-1 シグナルの阻害は重篤な副作用を引き起こすリスクもはらんでいる

(35)。よって、NZ-IL1Ra の投与量の制御及び血中移行等の動態解析は実際の臨

床応用を考えた際に重要な点となるだろう。 

 IL-1Ra の腸管への直接的な運搬は、全身投与で引き起こされるような副作用

の予防・軽減につながることが期待できるだけでなく、より効率的な抗炎症効

果を引き出すことが期待できる(32)。実際、組換え hIL-1Raであるアナキンラの

全身投与を行った臨床試験では、重篤な副作用を引き起こしたことが報告され

ている(35)。それとは対照的に、NZ-IL1Ra の経口投与であれば腸管に直接

rmIL-1Ra を運搬し、その場での IL-1 シグナル制御を行うことが期待できる。さ

らに、目的の組換えタンパク質を発現する gmLAB はそのタンパク質の精製が

必要なく、培養に高度な技術を必要としないため、安価なタンパク質運搬体と

して機能することも魅力的な点と言えるだろう(22)。そこで、本研究では NZ-

IL1Ra の抗炎症効果を、急性大腸炎モデルマウスを用いて検証した。NZ-IL1Ra

の Day 0 から Day 11 までの連続的経口投与は Day 8 からの体重の増加を促進す

るとともに、DAI スコアの減少を示した。特に Day 5 においては NZ-IL1Ra の経

口投与によって NZ-VC 経口投与群で見られるような DAI スコアの上昇が抑え

られていることが示された。さらに、大腸組織切片の HE 染色では、炎症によ

って引き起こされる大腸の肥厚が抑制されていることが確認できた。DSS 誘導
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性急性大腸炎では、DSS による腸管バリアの破壊とそれによる腸内細菌の流入

により過剰な炎症が引き起こされることが分かっている(59)。また、腸管の炎

症に伴いマウスの摂食量も著しく減少することで、体重減少が引き起こされる

(60, 61)。以上のことから、NZ-IL1Ra の経口投与によって、Day 5 までに DSS に

よって引き起こされる過剰な炎症が抑制されると共に、その後も引き続く IL-1

シグナルを中心とした炎症反応を制御することで、急性大腸炎の悪化の抑制と

改善がもたらされていることが示唆された。 

DSS 誘導性大腸炎では TNF-αや IFN-γといった炎症性サイトカインの過剰発

現が大腸炎の症状悪化に関与していることが知られている(45)。NZ-IL1Ra 経口

投与群においては、 終日（Day 11）における炎症性サイトカインの mRNA 発

現レベルが減少しており、NZ-IL1Raの経口投与によって過剰な炎症反応が抑制

されていることが示唆された。特に、CD4 と IL-17A によって特徴づけられる

Th17 の分化は IBD において重要な役割を果たすことが知られており、Th17 の

活性化は IL-1 シグナルによって増強されることが報告されている(33, 46, 47)。

そこで本研究では、CD4+ IL-17A+細胞のMLN における割合を測定した。結果と

して、NZ-VC 経口投与群と比較し、CD4+ IL-17A+細胞の割合は NZ-IL1Ra 経口

投与群で減少した。このことは、NZ-IL1Ra の経口投与によって、in vivo におい

ても IL-1シグナルが抑制され、Th17の増加が抑制されたことが示唆された。ま

た、Shigemori らの研究においては NZ-VC が DSS 誘導性大腸炎を改善しないこ

とを報告しており、これらの結果は NZ-IL1Ra が IL-1Ra を炎症部位である腸管

に運搬し、IL-1 シグナルを阻害することで、大腸炎の症状を改善したことを示

している。しかし、L. lactis が腸管に定着しないことと、シグナルを阻害するに

は IL-1 の約 100 倍の IL-1Ra が必要であることを考慮すると(62, 63)、NZ-IL1Ra

の予防的な投与、もしくは大腸炎誘導後の投与は効果が期待できないことが考

えられる。さらに、経口投与された NZ-IL1Ra がどのような挙動を示し、rmIL-

1Ra を分泌しているかは明らかではない。例えば、既に産生した菌体内にある

rmIL-1Ra を分泌しているのか、もしくは Nisin のシグナルが続き、菌体内で新

たな rmIL-1Ra が産生されているかなどさらなる調査が必要となるだろう。 

 IBD の病態解析の為、マウスを用いた様々な実験的大腸炎モデルマウスが作

出されている一方で、ヒトにおける臨床的・病理学的な状態を十分に示すモデ

ルは存在していない(64)。DSS 誘導性急性大腸炎モデルはその中でも期間の短

さ、単純さ、そして再現性の高さから も広く利用されているモデルである
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(59)。さらに、大腸炎の急性や慢性、再発性は DSS の濃度・投与頻度で調節す

ることが出来る点も利点として挙げられる(65)。DSS 投与による上皮細胞の破

壊とそれに引き続く腸内細菌叢の流入は結果として自然免疫を中心とした過剰

な炎症を引き起こすことが分かっている(66)。そのため、マクロファージや好

中球と行った免疫細胞の粘膜炎症における役割の解明を目的として、数多くの

研究で利用されている(67-69)。特筆する点として、ヒトの病態と同様に DSS 誘

導性急性大腸炎においても IL-1β は炎症悪化の中心的な役割を果たしており、

本研究で構築した NZ-IL1Ra の抗炎症効果の検証には有用なモデルであると言

える(34, 70, 71)。しかし、IBDが自己免疫疾患であるということに加え、DSSで

引き起こされるような重篤な腸管バリアの破壊は実際の IBD では発生しない為、

本モデルの使用における問題点も考慮する必要がある(66)。 

 炎症性免疫反応のバランスの破綻は IBD の原因の一つと考えられているが、

IBD が消化管で発生する疾患であるとともに、DSS 誘導性急性大腸炎において

は上皮の急激な破壊が引き起こされることから、腸内細菌叢も重要な要因とし

て知られている(72)。そのため、in vivo試験の 終日に盲腸内容物を回収し、盲

腸内細菌叢を 16S rRNA のメタゲノム解析に基づき分析した。多様性解析にお

いては、α多様性（observed OTUs）及び β多様性（bray-Curtis index）を分析し

た。これらの結果は、NZ-IL1Raの経口投与によってもたらされる症状の改善は、

主に IL-1 シグナルの阻害によってもたらされており、盲腸内細菌叢に影響を与

えたためではないということを示唆している。しかし、本研究で実施した菌叢

解析は綱レベルにとどまるものであり、多様性解析も菌叢の大きな変化しかと

らえることはできない。腸内細菌叢中においては、存在割合が少なくても宿主

に大きな影響を与えることができる細菌の存在を無視することはできないため、

今回の菌叢解析では大腸炎の改善に腸内細菌叢の変化が全く関与していないと

言い切ることはできない。この点を明らかにするためには糞便移植などのさら

なる調査が必要となるだろう。 

 急速に西洋化の進む発展途上国における IBD 患者の急速な増加は、これまで

にない IBD のパンデミックの可能性をはらんでいる(24)。既存の IBD 治療薬を

用いるには、価格が高価であるということだけでなく、薬の生産及び投与に高

度な技術・機器を必要とするため現実的ではない。一方で、NZ-IL1Raの利用は、

タンパク質の精製や高度な技術を必要としないだけでなく、経口での摂取が可

能なため IBD に対する魅力的な次世代ツールとしての利用が期待できる。しか
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し、遺伝子組み換え微生物の利用には倫理的な問題があり、環境中への排出や

身体への影響など適切な管理及び調査が不可欠となる。実際、いくつかの

gmLABを用いた臨床試験が行われており、生物学的封じ込めの戦略の適用や宿

主への影響について調査されている。これらの試験では gmLAB の環境中への

排出が抑えられていることが確認できているとともに、宿主に対しての副作用

が認められないことも確認されている(73-75)。NZ-IL1Raの実装を考えたときも

同様の技術を応用し、倫理的問題を考慮した上でさらなる研究を進めていく必

要があるだろう。 

 本研究では IBD に対する新規治療戦略の提案を目的として、IL-1Ra を高分泌

する gmLAB の構築に成功した。NZ-IL1Ra の経口投与は急性大腸炎における過

剰な炎症反応を抑制し、症状を緩和した。これらの結果は NZ-IL1Ra が rmIL-

1Ra を消化管に運搬し、IL-1 シグナルを阻害したことを示唆している。以上の

ことから、NZ-IL1Ra は IBD に対する魅力的な予防・軽減ツールであり、

Microbial therapeutics としての利用が期待できるだろう。本研究が Microbial 

therapeutics 研究の一助となり、人々の健康増進に寄与できることを期待する。  
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第 3 章 抗 CTLA-4 低分子抗体を産生する乳酸菌組換え体の構築 

 

 

緒言 

乳酸菌はヒトをはじめとする様々な生き物の共生細菌であり、主に腸管に生息

している。乳酸菌は古くから畜産物の発酵をはじめとする多くの食品製造工程

で利用されており、この長い利用の歴史からアメリカ食品医薬品局 (Food and 

Drug Administration; FDA)より Generally Recognized As Safe（GRAS）微生物とし

て分類されている(76)。このことに加え、乳酸菌はプロバイオティクスとして

も知られており、乳酸菌摂取による免疫調節作用や代謝促進作用などが宿主の

健康維持・増進を目的として広く研究されている(77-79)。さらに、近年のバイ

オ医薬品の需要の高まりから、乳酸菌を疾患の予防・軽減ツールとして利用す

ることが期待されている。特に、有用なタンパク質を産生する乳酸菌組換え体

（Genetically modified lactic acid bacteria; gmLAB）は前章等でも述べたとおり、

目的タンパク質の安価な産生体であるだけでなく、粘膜組織への運搬体として

も利用が可能であり、Microbial therapeuticsや Next-generation probiotics（NGPs）

としての応用も期待されている(18, 19, 22)。実際、様々なタンパク質を発現す

る gmLAB が構築されており、標的とする疾患モデルを用いた前臨床試験が多

く行われている(36, 40, 80, 81)。 

 本研究では gmLAB に産生させる目的タンパク質として、低分子抗体（single-

chain fragment variable; scFv）に着目した。scFv は抗体の重鎖及び軽鎖における

それぞれの可変領域（variable regions of heavy; VH, variable regions of light; VL）

を柔軟なペプチドリンカーで繋いだ組換えタンパク質である(82)。scFv は元の

抗体と同等の抗原認識能を有していることが知られており、原核生物における

組換えタンパク質発現系にて容易に産生可能であることから、抗体の代替ツー

ルとしての利用が期待されている(83)。実際、Shigemori らは炎症性サイトカイ

ンである IL-6 に対する scFv を産生する gmLAB の構築に成功しており、産生さ

れた抗 IL-6 scFv の免疫反応性を検証している(84)。本章では、がんに対する

Microbial therapeutics 開発を目的として、cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 

4 (CTLA-4)に対する scFv を産生する gmLAB を構築した。免疫チェックポイン

ト分子である CTLA-4 は活性化した T 細胞表面に発現しており、T 細胞の活性

化を抑制する働きがあることが知られている(85)。さらに、CTLA-4 の活性化は
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抗腫瘍免疫の抑制に働くことが知られているため、この CTLA-4 に結合し、そ

の機能を阻害するイピリムマブ（ipilimumab）は強力な抗腫瘍効果を発揮する

抗体医薬として、注目されている(86, 87)。抗体医薬の製造には高度な技術を必

要とするだけでなく、煩雑であり時間がかかることが知られている(88)。そこ

で、scFv を産生する gmLAB は抗体医薬に対する魅力的な代替ツールとなるの

ではないかと考えた。以上のことから、イピリムマブに基づき抗ヒト CTLA-4 

scFv（CTLA4scFv）をデザインすること、CTLA4scFv を産生する gmLAB を構

築すること、そして産生された組換え（r）CTLA4scFv のヒト CTLA-4 分子に対

する免疫反応性を検証した。  
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材料及び方法 

1. 菌株、培養条件、及びプラスミド 

本研究においては、Lactococcus lactis subsp. cremoris NZ9000（NZ9000; MoBiTec 

GmbH）を scFvの発現宿主としても用いた。NZ9000は前章でも述べたとおり、

Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 のゲノムに NizR 及び NisK 遺伝子を挿

入することで構築され、NICE-system の発現宿主として 適された乳酸菌であ

る (57)。NZ9000 は 0.5%のグルコース（Nacalai Tesque）を含む M17 Broth

（GM17）（Becton, Dickinson and Company）を用いて 30°C 条件下で静置培養し

た。構築した gmLAB は 10 µg/mL で chloramphenicol（Nacalai Tesque）を含む

GM17（GM17cm）にて培養した。 

 NICE-system 用の乳酸菌用発現ベクターとして、pNZ8148#2 を用いた。

pNZ8148#2 は NICE-system 用発現ベクターpNZ8148（MoBiTec GmbH）を元に構

築されたベクターである(89)。pNZ8148#2 には Nisin 誘導型プロモーターである

PnisA を上流に持つ発現カセットがあり、乳酸菌用の複製開始点と選択マーカー

である chloramphenicol の耐性遺伝子がコードされている（Fig. 9a）。 

 

2. rCTLA4scFv 産生ベクターの構築 

CTLA4scFv はイピリムマブの可変領域をペプチドリンカー（EGKSSGSGSESKS）

で結合することで設計した。また、設計した CTLA4scFv の立体構想をタンパク

質の homology-modeling Server である SWISS-MODEL (90)を用いて予測した。設

計したアミノ酸配列を、L. lactis subsp. cremoris MG1363 のコドン使用頻度に基

づき DNA 配列に変換した。DNA 配列の変換及び合成は Eurofins Genomics K.K.

に依頼した。scFv 遺伝子配列の両端には制限酵素 BamHI 及び HindIII の認識領

域が付加されており、合成遺伝子はサブクローンベクターである pEX-K4J1 に

クローニングされた（accession number: LC579934）。CTLA4scFv 遺伝子配列を

制限酵素処理後、pNZ8148#の MCS に挿入し、CTLA4scFv 発現ベクター

（pNZ8148#2-CTLA4scFv）を構築した。構築したベクターにおける変異欠損の

有無は Eurofins Genomics K.K.のシーケンス解析にて確認した。 

 

3. gmLAB の構築と rCTLA4scFv の発現誘導 

gmLAB の構築は前章と同様の方法にて行った。pNZ8148#2-CTLA4scFv を

NZ9000 に電気穿孔法にて導入し、CTLA4scFv 産生 gmLAB（NZ-CTLA4scFv と
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命名）を構築した。また、元の空ベクターである pNZ8148#2 も同様に NZ9000

に導入しベクターコントロール gmLAB（NZ-VC と命名）を構築した。それぞ

れの gmLAB を前培養後、終濃度が 5%となるように 2 mL の GM17cm に接種し

た。OD600=0.4 となるまで、1-1.5 hr 培養し、遺伝子発現誘導物質である Nisin

（終濃度 1.25 ng/mL）を添加した後、3 hr 培養した。遠心（8000 g, 4 °C, 5 min）

にて菌体を回収し、1 mL の TBS で洗浄した後、TBS+PIC に懸濁した。懸濁液

をビーズ（0.2 mmφ; ASONE）入りチューブに移し、µ-12（TAITEC）を用いて

菌体を破砕した。破砕液に 2×SDS sample buffer（Wako）を添加し、95°C、5 min

で加温し、SDS 化した。 

 rCTLA4scF の検出は SDS-PAGE 及び mouse anti-His-tag antibody（BioLegend）

を用いた Western blot にて前章と同様の方法にて行った。15%の分離ゲル、及び

濃縮ゲル（Table M2）を用いてサンプルを分離後、Amersham Hybond P PVDF 

membranes（GE Healthcare）に転写した。5%スキムミルク溶液にてブロッキン

グ後、一次抗体 mouse anti-His-tag antibody （ BioLegend ）及び二次抗体

（peroxidase-conjugated anti-mouse IgG [whole molecule] [Sigma-Aldrich]）にて染色

し、標識されたタンパク質を ImageQuant LAS 500（GE Healthcare）にて検出し

た。 

 

4. rCTLA4scFv 発現における 適培養条件の検討 

前培養した NZ-CTLA4scFv を 2 mL の GM17cm に接種し、上記と同様の方法に

て、rCTLA4scFv の発現を誘導後、1、3、6、12、24、48 hr 培養した。培養後、

OD600 を測定し遠心（8000 g, 4 °C, 5 min）により、菌体及び培養液上清を回収し

た。回収した菌体から上記と同様の方法にてSDS化サンプルを調製し、Western 

blot にて rCTLA4scFv を検出した。また、得られた 1500 µL の培養液上清に

100%(w/v)の trichloroacetic acid（Wako）を添加し、氷上にて 3 hr 静置した。遠

心（20,000 g, 4 °C, 15 min）にて沈殿物を回収し、Acetone（Nacalai Tesque）で 2

回洗浄後、50 µL の 0.05 M の NaOH（Nacalai Tesque）に溶解した。その後、等

量の2×SDS sample buffer（Wako）を添加し、95°C、5 minで加温することでSDS

化した。 菌体及び培養液上清における CTLA4scFv の分析は上記と同様の方法

を用いた Western blot にて行った。 
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5. gmLAB の産生した rCTLA4scFv の免疫反応性の検証 

NZ-CTLA4scFv 及び NZ-VC を 50 mL スケールの GM17cm で培養し、3 hr の発

現誘導後、菌体破砕液を調製した。菌体破砕液中の総タンパク質量を BCA 

Protein Assay kit（Thermo Fisher Scientific, IL, USA）にて測定し、5 mg/mL に調

整後以降の実験に用いた。 

 rCTLA4scFv の免疫反応性は以前に報告のあった ELISA を用いて検証した(84, 

91)。50 µL の Human CTLA-4（25 ng/mL）（ACROBiosystems, DE, USA）を 96 

well plate に添加し 4°C で一晩静置することで、タンパク質を固相化した。同時

にネガティブコントロールとして、タンパク質を固相化していない well も用意

した。それぞれの well を 200 µL の PBS-T（PBS with 0.05% Tween 20 [Nacalai 

Tesque]）で 3 回洗浄し、その後、100 µL の 3% bovine serum albumin（Nacalai 

Tesque）を添加し、2 hr 静置しブロッキングを行った。PBS-T で洗浄後、5 

mg/mL に調整した NZ-CTLA4scFv 及び NZ-VC の菌体破砕液を 2 倍希釈の段階

希釈を行い添加した。2 hr 後、PBS-T にて well を洗浄し、50 µL の mouse anti-

His-tag antibody（1/1000）（BioLegend）を添加した。2 hr 後、PBS-T にて well を

洗浄し、50 µL の peroxidase-conjugated anti-mouse IgG [whole molecule]（Sigma-

Aldrich）を添加し、1 hr反応させた。PBS-Tにてwellを洗浄し、50 µLの 3,3,5,5-

tetramethylbenzidine を添加し、15 min 静置した。2 N H2SO4 を添加し、反応を停

止させた後、450 nmにおける吸光度を iMark microplate reader (Bio-Rad, CA, USA)

を用いて測定した。  
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結果 

1. Anti-human CTLA-4 scFv の設計 

CTLA4scFv は抗ヒト CTLA-4 抗体であるイピリムマブのアミノ酸配列に基づい

て設計した (86)。イピリムマブの VH 及び VL 領域をペプチドリンカー

（EGKSSGSGSESKS）にて結合した（Fig. 8a, b）。さらに、設計した scFv の立

体構造を SWISS-MODEL を用いて予測した（Fig. 8a）。設計した scFv のアミノ

酸配列は、Eurofins Genomics K.K.によって、L. lactis subsp. cremoris MG1363 の

コドン使用頻度に基づき、DNA 配列に変換した（Fig. 8c）。BamHI と HindIII の

制限酵素認識部位は scFv 配列の両端に付加した（Fig. 8b, c）。 

 

2. rCTLA4scFv 産生 gmLAB の構築 

scFv の DNA 配列を BamHI 及び HindIII の制限酵素処理を用いて pNZ8148#2 の

MCS に挿入し、CTLA4scFv 産生ベクターpNZ8148#2-CTLA4scFv を構築した

（Fig. 9a）。得られたベクターに変異・欠損が無いことをシーケンス解析にて確

認した。 pNZ8148#2-CTLA4scFv を電気穿孔法にて NZ9000 に導入し、

CTLA4scFv 産生 gmLAB、NZ-CTLA4scFv を構築した。元のベクターである

pNZ8148#2 も同様に NZ9000 に導入し、ベクターコントロール gmLAB である

NZ-VC も同時に構築した。 

gmLAB の培養液中に Nisin を添加することで、遺伝子発現を誘導し、anti-His 

tag 抗体を用いた Western blot に供することで、発現タンパク質を解析した。結

果として、rCTLA4scFv のサイズに一致するバンド（29.6 kDa）を、Nisin 誘導

を行った NZ-CTLA4scFv の菌体画分から検出した（Fig. 9b）。一方で、NZ-VC

や Nisin 誘導を行わなかった NZ-CTLA4scFv ではバンドは確認されなかった

（Fig. 9b）。これらの結果から、NZ-CTLA4scFv は Nisin の刺激依存的に

rCTLA4scFv を産生していることが示された。 

 

3. rCTLA4scFv 産生における 適培養条件の検討 

rCTLA4scFv の産生量が 大となる培養条件について検証した。NZ-CTLA4scFv

を Nisin 誘導後、1、3、5、12、24、48 hr 培養し、OD600 を測定した。その後、

菌体破砕液と培養液上清を調製し、Western blot にて rCTLA4scFv を検出した。 

 OD600 の測定結果から、NZ-CTLA4scFv は Nisin 添加後から 3 hr にかけて対数

増殖期となり、その後定常期に入ることが示された（Fig. 10a）。Western blot の
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結果から、rCTLA4scFv に一致するバンドの濃さは、Nisin 添加後 3 hr で 大と

なり、6 hr 以降から減少した（Fig. 10b）。一方で、培養液上清においては

rCTLA4scFv のサイズに一致するバンドは見られなかったが、rCTLA4scFv の分

子量よりも小さなバンドが培養開始後 24及び48 hrにて検出された（Fig. 10b）。 

 

4. NZ-CTLA4scFv における生理活性試験 

gmLAB の産生する rCTLA4scFv が実際にヒト CTLA-4 タンパク質を認識する生

理活性を有するか ELISA を用いて検証した。96 well plate にヒト CTLA-4 タンパ

ク質を添加し、一晩静置することで、タンパク質を固相化した。また、ネガテ

ィブコントロールとして何も固相化していない well も用意した。その後、NZ-

CTLA4scFv もしくは NZ-VC の菌体破砕液を well に添加し、固相化したタンパ

ク質に結合した His-tag タンパク質を抗体にて検出した。結果として、ヒト

CTLA-4 タンパク質を固相化した well に NZ-CTLA4scFv の菌体破砕液を添加し

た場合、その濃度が上昇するに従い、吸光度も増加した（Fig. 11）。一方で、

CTLA-4 タンパク質を固相化していない well に NZ-CTLA4scFv の菌体破砕液を

添加した場合、もしくはNZ-VCの菌体破砕液を添加した場合は、吸光度はベー

スラインのままであった（Fig. 11）。  
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Figure 8 設計した CTLA4scFv の推定立体モデルと DNA 配列 

a SWISS-MODEL を用いて推測した CTLA4scFv の立体構造。VL chain、VH 

chain、及びペプチドリンカーのアミノ酸配列を示す。VL chain; 軽鎖の可変領

域、VH chain; 重鎖の可変領域 b 設計した CTLA4scFv における DNA 配列の模

式図。数字は DNA 配列の位置を示す。c CTLA4scFv の DNA 配列。制限酵素認

識部位（BamHI 及び HindIII）は下線で示し、ペプチドリンカーの配列はグレー

でハイライトした。  
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Figure 9 CTLA4scFv 発現ベクターの構築と発現解析 

a, b CTLA4scFv は BamHI 及び HindIII にて制限酵素処理を行い乳酸菌用ベクタ

ーである pNZ8148#2 の MCS に組込み、pNZ8148#2-CTLA4sFv を構築した。 

PnisA; nisin-inducible promoter, 6× His; 6× histidine tag, MCS; multi-cloning site, T; 

terminator, repC and repA; origins of replication, Cat; chloramphenicol acetyltransferase. 

c gmLAB の発現した rCTLA4scFv の発現は anti-His tag antibody を用いた Western 

blot にて解析した。NZ-VC 及び NZ-CTLA4scFv を Nisin の存在/非存在下で培養

し、細胞抽出液を Western blot に供した。矢頭は rCTLA4scFv のサイズに一致す

るバンドを示す(29.6 kDa)。 M; 分子量マーカー（kDa）。 +/-; Nisin の存在/非存

在を示す。  
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Figure 10 rCTLA4scFv 発現における 適培養時間の検討 

a NZ-CTLA4scFv の生育曲線を示す。NZ-CTLA4scFv の生育はそれぞれのタイム

ポイントで OD600 を測定することで観察した。 b それぞれのタイムポイントに

おける rCTLA4scFvの発現解析。菌体破砕液及び培養液上清中の rCTLA4scFvの

発現を Western blot にて検証した。矢頭は rCTLA4scFv のサイズに一致するバン

ドを示す(29.6 kDa)。 M; 分子量マーカー（kDa）  



p. 44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 rCTLA4scFv の CTLA-4 タンパク質に対する免疫反応性の検証  

NZ-CTLA4scFv もしくは NZ-VC の段階希釈した菌体破砕液を CTLA-4 タンパク

質を固相化した 96 well plate に添加した（ピンク、グレー）。また、ネガティブ

コントロールとして何も固相化していない well にも添加した（黒）。その後、

結合した His-tag タンパク質を抗体を用いて検出した。2 回の独立した実験を行

い、そのうちの代表的なデータを示す。Pink line, CTLA-4+, NZ-CTLA4scFv; gray 

line, CTLA-4+, NZ-VC; Blackline, CTLA-4−, NZ-CTLA4scFv.  
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考察 

CTLA-4 は T 細胞の表面抗原である CD28 のホモログであり、CD4+及び CD8+T

細胞の両方に発現していることが知られている(92)。抗原提示細胞が発現して

いる CD80 及び CD86 は CD28 と CTLA-4 の共通のリガンドであり、結合する受

容体によって T 細胞活性化及び不活性化に作用する。CD28 と CD80/86 の結合

はT 細胞の分化・増殖を誘導する一方で、CTLA-4に結合しても、T 細胞の活性

化シグナルは誘導されず、反対に T 細胞の活性化を抑制するシグナルが誘導さ

れることが知られている(93)。また、CTLA-4 は制御性 T 細胞（Treg）を介した

免疫調節にも関与しており、Treg は末梢免疫寛容に重要な役割を果たすととも

に、恒常的に CTLA-4 を細胞表面に発現していることが知られている(94)。Treg

表面上の CTLA-4 へのリガンド結合は、CD28 への結合に対する拮抗作用とな

り、エフェクターT 細胞機能の抑制及び減少を誘導する。これらの作用は Treg

の免疫寛容メカニズムの一つとして知られている(95)。 

 上記の CTLA-4 を介した免疫寛容システムは免疫の恒常性維持においては非

常に重要である一方、がん細胞はこのメカニズムを利用することで、抗腫瘍免

疫からの逃避を行っていることが知られている。いくつかの研究において

CTLA-4 を発現する Treg が腫瘍部位に集積していることが知られており、末梢

における Treg の数も腫瘍患者において増加することが報告されている(96, 97)。

腫瘍微小環境では、抗腫瘍免疫として働く CD28-CD80/86 シグナルが Treg をは

じめとするT 細胞のCTLA-4によって制御されているため、Treg等のCTLA-4+T

細胞の増加は免疫反応の抑制を誘発する(92)。そのため、CTLA-4 の阻害はがん

治療における標的として期待されている。実際、CTLA-4 に対する抗体医薬で

あるイピリムマブは広く研究されており、FDA において抗がん剤として認可を

受けている(86, 87, 98)。しかし、抗体医薬は非常に高コストであるとともに、

製造には時間や高度な技術を必要とするため、イピリムマブ利用のボトルネッ

クとなっている(82, 88)。 

 以上のことから、scFv は抗体医薬における魅力的な代替ツールとして利用可

能ではないかと考えた。scFv は抗体の抗原認識部位を柔軟なペプチドリンカー

で繋いだ低分子抗体で、抗体と同様の特異性及びアフィニティを維持している

(83)。抗体に比べて構造が単純で分子量が小さい scFv は元の抗体よりも組織へ

の浸潤性に優れているとともに、体内から短時間で除去されることが分かって

いる(82, 99)。 
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 より利用しやすい抗腫瘍戦略の提案を目的として、本研究では CTLA4scFv を

産生する gmLAB の構築を行った。遺伝子発現ベクターを組込むことで、様々

なタンパク質を産生可能となった gmLAB は近年 Microbial therapeutics や NGPs

に分類され、その利用が期待されている(18, 19, 22)。本研究では CTLA4scFv を

イピリムマブの可変領域配列とペプチドリンカーに基づき設計した。また、こ

れまでに報告のあった立体構造に基づき、アミノ酸配列の構造を予測するサー

バーである SWISS-MODEL(90)を用いた立体構造予測にて、CTLA4scFv の立体

構造を予測した。分析の結果から、CTLA4scFv は VH 鎖と VL 鎖が独立して立

体構造をとり、それぞれがペプチドリンカーにて結合することが示唆された。

設計した CTLA4scFv の DNA 配列を乳酸菌用遺伝子発現ベクターに組込み、そ

の後 NZ9000 に導入した。遺伝子発現解析においては NZ-CTLA4scFv 及び NZ-

VCをNisin添加もしくは非添加培地で培養し、Western blotにて解析した。Nisin

は NICE-system で利用される発現誘導物質で、前章と同様に PnisA 以下の遺伝子

の転写を誘導する。 rCTLA4scFv の発現は Nisin 添加培地で培養した NZ-

CTLA4scFv でのみ観察されたため、Nisin 刺激依存的に rCTLA4scFv を産生する

gmLAB、NZ-CTLA4scFv の構築に成功した。 

 NZ-CTLA4scFv の rCTLA4scFv 産生における 適培養条件を検証するため、

様々な生育ステージにおける発現解析を行った。Nisin 誘導後、NZ-CTLA4scFv

を 1、3、6、12、24、48 hr 培養し、菌体破砕液及び培養液上清を回収後、

rCTLA4scFv の発現を解析した。Western blot の結果から、菌体破砕液において

1、3、6、12 hr にて rCTLA4scFv のサイズに一致するバンドが見られた。バン

ドの濃さは 3 hr を 大とし、その後減少した。加えて、Nisin 添加後 12 hr 以降

では rCTLA4scFv の分子量よりも小さいシグナルを検出した。これらの結果は、

対数増殖期まで rCTLA4scFv は効率的に産生されるが、その後タンパク質が分

解されていることが示唆された。NICE-system を使用した gmLAB における過去

の報告では、今回の結果と同様に対数増殖期にかけてタンパク質の産生が強く

誘導され、その後内因性のプロテアーゼによって分解されることが示されてい

る(91, 100, 101)。一方で、培養液上清においては rCTLA4scFv のサイズに一致す

るバンドは確認できなかったが、24、48 hr では分子量の小さいシグナルが検出

された。本章で用いた乳酸菌用遺伝子発現ベクター（pNZ8148#2）は細胞内発

現型でありタンパク質を分泌しないことを考えると、培養液上清の結果は

rCTLA4scFv を産生した gmLAB が定常期において溶菌しており、内部のタンパ
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ク質が放出されていることが示唆された。 

 標的抗原であるヒト CTLA-4 を well に固相化し、anti-His tag 抗体にて検出す

る ELISA にて rCTLA4scFv の生理活性を調査した。ヒト CTLA-4 を固相化した

well に NZ-CTLA4scFv の菌体破砕液を添加した場合、その添加濃度依存的に吸

光度が上昇し、NZ-VC の菌体破砕液や固相化していない well に NZ-CTLA4scFv

の菌体破砕液を添加した場合、吸光度は上昇しなかった。これらの結果は、

NZ-CTLA4scFv の菌体破砕液中に含まれる rCTLA4scFv がヒト CTLA-4 に結合す

ることを示しており、gmLAB の産生する rCTLA4scFv に生理活性があることが

示された。一方で、gmLAB の産生する rCTLA4scFv には His-tag や制限酵素認

識部位を含むMCSなどの付加配列があり、これらが前章で見られたような立体

構造の変化を引き起こしていることが考えられる。scFv において立体構造は重

要な要因である為、構築した gmLAB の産生する rCTLA4scFv の抗原認識能とイ

ピリムマブの抗原認識能の比較は今後行っていく必要があるだろう。 

 がんは近年の世界的に主要な死因の一つであり、より安価で簡便な予防・軽

減ツールの開発は重要な課題である(102)。加えて、世界的なバイオ医薬品の需

要の高まりから、gmLABを用いた抗腫瘍ツールの開発に関する研究が行われて

いる(103-105)。本研究で構築した NZ-CTLA4scFv のさらなる利用を考えたとき、

gmLABの主な投与経路である経鼻・経口投与等を用いた前臨床試験により効果

の検証は必要不可欠である。一般的なイピリムマブの投与は全身投与によって

行われるが、重大な副作用が引き起こされることが分かっている(106)。一方で、

経鼻や経口投与を用いた NZ-CTLA4scFv の投与は、安価な治療ツールとなるだ

けでなく、局所的な CTLA-4 シグナルの阻害によって副作用の軽減をもたらす

ことが期待できるだろう。特に、NZ-CTLA4scFv の応用として、経鼻投与を中

心とした肺がんの予防軽減について、前臨床モデル等を通して検証していくこ

とで、その有用性は証明できると考えている。 

 結論として、本研究では免疫反応性を有する rCTLA4scFv を産生する gmLAB

の構築に成功した。rCTLA4scFv は抗ヒト CTLA-4 抗体であるイピリムマブを元

に設計し、rCTLA4scFv のヒト CTLA-4 認識する生理活性は ELISA にて検証し

た。NZ-CTLA4scFv のさらなる利用を考えると、マウスを用いた前臨床試験の

実施が必要になるだろう。NZ-CTLA4scFv が CTLA-4 シグナル制御を基盤とし

た抗腫瘍戦略に関する研究の一助になることを期待する。  
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第 4 章 結論 

 

乳酸菌はグラム陽性、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を有する細菌で、消費したブドウ糖に対し 50%以上の乳

酸を産生することが知られている(107)。さらに、乳酸菌は広く自然界に分布し

ているだけでなく、多くの動物の腸内にも生息している共生細菌であるという

ことが知られている。また、乳酸菌は古くからチーズやヨーグルト、漬物をは

じめとする発酵食品の製造に用いられ、その利用の長い歴史から FDA により

GRAS 微生物としての認定を受けていると共に EFSA においては QPS のステー

タスを与えられていることも特筆すべき点である(17, 108)。乳酸菌は安全性が

担保された微生物であると同時にそのプロバイオティクスとしての機能性も近

年注目を集めている。乳酸菌に遺伝子発現ベクターを導入することで、様々な

タンパク質を産生可能となった gmLAB は従来のプロバイオティクスとしての

機能だけでなく、組換えタンパク質の産生体及び腸管粘膜への運搬体としても

利用可能である(22, 109)。特に、治療タンパク質を産生するように組換えられ

た gmLAB は疾患に対する予防･軽減戦略として期待されており、プロバイオテ

ィクスではなく NGPs や Microbial therapeutics に分類される(18, 19)。本研究で

は、gmLAB に基づく Microbial therapeutics 創出を目的として、2 種類の gmLAB

を構築した。 

 IL-1 は主要な炎症性サイトカインであり、IL-1 の引き起こす過剰な炎症反応

は様々な疾患につながっている。炎症性腸疾患（IBD）における炎症部位では

単球による過剰な IL-1 産生が認められており、IL-1 シグナルの阻害は IBD に対

する有効な戦略となりうると考えられる。実際 IL-1 シグナルの抑制を目的とし

て、IL-1Ra や抗 IL-1 抗体を用いた前臨床試験が行われており、その有効性が示

されている。一方で、アナキンラを用いた臨床試験では重大な副作用が認めら

れ、IL-1 シグナル阻害の難しさが明らかとなっている。そこで、IL-1Ra を全身

投与ではなく、炎症部位の腸管に直接運搬することが出来ればより効果的に IL-

1 シグナルを阻害し疾患の予防軽減が期待できると共に、腸管にのみ多量の IL-

1Ra を運搬することで、副作用の低減が期待できると考えた。gmLAB の持つ利

点はこの仮説を検証する上で非常に魅力的なツールである。実際に IL-1Ra を分

泌する gmLAB の経口投与はマウスの腸管に IL-1Ra を運搬すると共に、マウス

の急性大腸炎の症状を緩和した。さらに、gmLAB はこれまでに報告のあった
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NICE-system を用いた発現系では も多量にサイトカインを産生した。微生物

の組換えタンパク質発現系の産生能の調製は多くの研究の対象であるが、未だ

完全に制御することは出来ていない。そのため、IL-1Ra が他のサイトカインよ

りも gmLAB にて多量に分泌されるかは明らかではなく、今後の検証が必要だ

ろう。しかし、産生する有効成分の量は gmLAB の利用における重要な要因と

なるため、発現宿主と発現させるタンパク質の組み合わせは Microbial 

therapeutics 開発には重要となるだろう。加えて、本研究では発現宿主として L. 

lactis を用いているが、同乳酸菌は異種発言系のモデルとしてよく知られている

と共に、前章でも述べたとおり腸管への接着性が無いことが分かっている。そ

のため、本研究で構築したプラスミドベクターを腸管定着性の高い乳酸菌に応

用することで、異なるアプローチでの応用も可能となるだろう。 

 さらに、世界的な死因の一つであるがんに対する Microbial therapeutics を開発

することを目的として、免疫チェックポイント分子である CTLA-4 の機能を阻

害する CTLA4scFv を産生する gmLAB を構築した。Microbial therapeutics のよう

な新たな技術が社会に実装されるには、より需要の高い分野において有効性を

示すことが重要となってくる。CTLA4scFv の元となった抗体医薬であるイピリ

ムマブはそのがんに対する有効性が示される一方、副作用の大きさや、高コス

トである点で課題がある。gmLAB の産生した rCTLA4scFv は CTLA-4 に対する

免疫反応性が示され、抗体医薬への代替ツールとしての利用が期待される。特

に gmLAB は経口や経鼻等の経路から投与が可能なため、この特徴を生かすた

めに消化管におけるがんや肺がん等への応用を視野に入れた前臨床試験を行う

必要がある。また、今回注目した scFv は抗体を元に設計されているため、様々

な分子に対しての応用が可能である。scFv は基本的な構造が同一であり、骨格

となるアミノ酸配列は共通している。そのため、サイトカインで見られたよう

な、サイトカインごとの発現量の大きな違い等が少なく、安定して gmLAB で

発現できることが期待できる。しかし、scFv は元となる抗体とは異なり、定常

領域がないため、その効果にも大きな差があることが考えられる(110)。抗体の

定常領域である Fc 領域は抗体依存性細胞傷害（antibody dependent cellular 

cytotoxicity; ADCC）の重要な起点となる領域で、Fc 受容体を持ったマクロファ

ージやナチュラルキラー細胞等が抗体と結合した細胞や異物を排除することが

できる。scFv はこれらの反応が誘導されないため、抗体とはその効果に差が出

てくることが予想されるとともに、CTLA-4 を発現した正常細胞の除去が行わ
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れないことから副作用の低減が期待できる。scFv を用いた Microbial therapeutics

の開発にはこれらの点も踏まえたさらなる研究が必要だろう。 

 遺伝子工学は大腸菌を主にモデル生物として利用し発展してきた。そのため、

大腸菌での遺伝子発現系は乳酸菌よりもよく研究されており、乳酸菌よりも扱

いやすい。さらに、大腸菌も腸内常在性の微生物であり、特に Escherichia coli 

Nissle 1917（EcN）はプロバイオティクスとしても知られているため、Microbial 

therapeutics としての研究も広く行われている(111, 112)。これらのことを考える

と EcN は Microbial therapeutics 開発における非常に有効な候補であるが、乳酸

菌にはやはり、これまでの利用の長い歴史から多くの人になじみがあり、社会

への実装に向けた研究においては EcN よりも優れた特徴を持つ宿主であると言

えるだろう。 

 本研究では gmLAB を用いた Microbial therapeutics の開発を目的とした研究を

行ったが、宿主として用いた Lactococcus lactis は腸管に定着しないことが分か

っている(63)。一方で、乳酸菌には腸管定着性についてよく調べられたものも

あり、有名な株としては Lacticaseibacillus rhamnosus GG 等が挙げられるだろう

(113)。このような、腸管定着性の乳酸菌を用いれば gmLAB の幅をより広げる

ことが出来る。例えば gmLAB が腸管に定着し、その場で長期にわたって治療

タンパク質を産生することが出来れば、目的タンパク質の運搬体としてだけで

なく、腸管内のタンパク質産生工場として利用することが出来る(19)。結果と

して、そもそもの投与回数を減らすことが期待できる。さらに、生体内の恒常

性が破綻したことを感知し、組換えタンパク質を発現するように gmLAB を設

計することで、宿主が健康な時はプロバイオティクスとして働き、疾患や病原

体に対しては Microbial therapeutics として働く様に調整することも可能である。

MaoらはVibrio choleraeの存在を検知するgmLABの構築を目指し、NICE-system

の受容体として知られる NisK の細胞内ドメインと Vibrio cholerae のクオラムセ

ンシング物質（CAI-1）と結合する CqsS ligand-binding domain の膜貫通ドメイン

を融合し、CAI-1 誘導性遺伝子発現システムを構築した(114)。このシステムを

用いることで、Vibrio cholerae の分泌したクオラムセンシング物質の刺激依存的

にNICE-systemが駆動しタンパク質を産生する gmLABの構築に成功している。

一方で、腸管に gmLAB が定着する際はその排除にも考慮する必要があり、腸

内細菌叢を破壊するような抗生物質等に頼らない方法が求められる。その中で、

gmLAB の溶菌をコントロールする研究も行われており(115)、このようなシス
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テムとの併用が求められるだろう。 

 また、Microbial therapeutics は基本的に治療タンパク質の発現を目的としてい

る為、gmLABを用いることで、本研究で示した通り希少なタンパク質を精製無

しに投与可能という大きな利点がある。さらに、遺伝子工学の特徴としても挙

げられるが、人工的なタンパク質を簡単に作製できる点も gmLAB の利点の一

つと言えるだろう。実際、CTLA4scFv は本研究にて設計した人工タンパク質で

あり、その有効性を示すことが出来た。さらに、scFv に留まらず複数の scFv を

組み合わせる Bispecific scFv の開発も可能である(116, 117)。加えて、本研究の

様に、単にサイトカインを発現させるのではなく、サイトカインを組み合わせ

た人工タンパク質の開発も進められている。Findeisen らは 2 型糖尿病の新規治

療タンパク質の開発を目指し、サイトカインの IL-6 と CNTF（ ciliary 

neurotrophic factor）の融合タンパク質を開発した(118)。IL-6 はインスリン抵抗

性に関与することが知られているサイトカインであるが(119)、その炎症誘導性

も問題視されている。しかし、同様に肥満に関与する CNTF のドメイン(120)と

組み合わせることで、炎症を惹起しない新規タンパク質、IC7 を設計し、さら

に体内安定性を高める Fc タンパク質 (121)と融合させることで、designer 

cytokine である IC7Fc の構築に至っている(118)。このような人工タンパク質の

産生体としても gmLAB の特性は魅力的であり、Microbial therapeutics 開発の可

能性の大きさを感じることが出来る。 

 本研究のように gmLAB の有効性はマウスモデル等を用いた数多くの前臨床

試験によって示されているが、gmLAB を用いた Microbial therapeutics の社会へ

の実装を考えたとき、倫理的問題について十分に考える必要がある。まずは、

gmLAB の安全性についてである。gmLAB の安全性は本研究の様な前臨床試験

において示されていると共に、第一相試験においても確認されている(73)。し

かし、今後さらに遺伝子組換え生物の利用を進めていく上では、新たな安全性

評価の基準が必要になるだろう。そもそも、外来遺伝子を導入していることを

踏まえ、NGS を用いた RNA-seq 等での発現遺伝子の網羅的な解析を行い、

gmLAB使用のリスクについて議論していく必要がある。さらに、これまでの考

察でも述べたとおり、gmLABの環境への排出の監視及び抑制も重要である。特

に Steidler らの開発した栄養要求性 gmLAB は非常に有名である(122)。具体的に

は、L. lactis のゲノム上に IL-10 遺伝子を挿入する際に、チミジル酸合成酵素遺

伝子の thyA と置換する形で挿入することで、gmLAB の封じ込めに成功してい
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る。thyA は核酸代謝において重要な役割を果たす遺伝子であり、構築された

gmLABはチミジン要求性株となり、環境中にチミジンがない場合は生育が出来

なくなってしまう。また、Gurbatri らは発現宿主自体が自己溶菌することで、

細胞内の治療タンパク質を放出する Microbial therapeutics を開発した(123)。こ

の戦略は目的タンパク質の保護と目的部位への運搬、そして封じ込め戦略の全

てを達成する方法と言えるだろう。さらに、使用したベクタープラスミドの水

平伝播も考慮すべき点である。通常使用される抗生物質耐性遺伝子は組換え微

生物の選択マーカーとして非常に優秀ではあるが、水平伝播によって他の細菌

に取り込まれることで、薬剤耐性菌を生み出してしまうリスクがある(124)。そ

のため、栄養要求性遺伝子を用いた選択マーカーの利用や目的遺伝子のゲノム

への組込みが必要とされている。 

 gmLABの開発において前臨床試験だけではなく、臨床試験での有効性の実施

は必要不可欠である。実際、前臨床試験と臨床試験の間には大きな差があり、

前臨床で用いられる疾患マウスモデルも実際の病態を正確に反映しているとは

いえず、投与量や投与方法についても十分な検証が必要である。その中でも、

IL-10 産生 gmLAB を用いた IBD 患者に対する臨床試験は、gmLAB 初の臨床試

験であり、第二相試験にて十分な有効性を示せなかったが大きな前進であると

言える(73, 75)。さらに、口腔粘膜炎に対する gmLAB の利用における第一相試

験も行われており、その安全性と許容性が示されている(125)。加えて、IL-10

を産生する gmLAB に関しては現在 2 型糖尿病に対する第一相試験が進められ

ており、2021 年 10 月に終了する予定である（NCT03751007）。このように、実

用化に向けて臨床試験が進んでいるが、これらの臨床試験は主にベンチャー企

業によって進められている。さらに、企業による gmLAB の実用化も視野に入

れた研究も行われており(126)、このような gmLAB の Microbial therapeutics への

応用に向けた急激な進歩が直近の 10 年間で見られ、FDA での gmLAB 承認が近

づいていると言える。 

 2021 年現在は新型コロナウイルスによる感染症（COVID-19）の世界的パン

デミックの只中であり、研究活動を含む社会活動の全てが多大な影響を受けて

いる。COVID-19 によって社会の仕組みや常識が大きく変化した一方で、分子

生物学の力を示す大きな機会となった。2019 年に発生した SARS-CoV-2 の全ゲ

ノムは 2020 年の 3 月には Nature 誌にて発表され(127)、全世界の研究者に公開

された。その後、世界中でワクチン開発が始まり、現在では mRNA
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（BNT162b2）をベースとするワクチンが国内で既に使用されている(128)。こ

のような作用機序のワクチンは今までは使用されておらず、パンデミックによ

って倫理的問題の基準が低くなると同時に科学の急激な発展の瞬間を感じるこ

とが出来る。gmLABもウイルスに対するワクチン開発のプラットフォームとし

てよく使用されており、インフルエンザをはじめとする様々なウイルスに対す

るワクチンがこれまでに前臨床レベルで開発されている(129-133)。このような

研究はまさに COVID-19 のワクチン開発の為に培われてきた基礎的知見であり、

実際に SARS-CoV-2 に対するワクチンの開発も行われている(134)。ただ、この

gmLABは実用化には至っておらず、さらなる開発を行う為の企業や臨床試験を

行うための医療分野への十分な連携が必要不可欠だと言えるだろう。このこと

から、gmLAB研究をさらに発展させて行くには研究者自身の積極的な情報発信

を行い、社会に研究を還元していく行動を行う必要がある。さらには、gmLAB

の従来のフィールドを超えた共同研究の展開も視野に入れることも重要となる。 

 本研究が Microbial therapeutics の開発を進める一助となると共に、人々の健康

維持増進に貢献出来ることを期待する。 
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