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Ａ. 研究目的 

 モデル組換え体を作出し組換え微生物で特に重

要と思われる安全性に関する知見を集積し、これ

らの検討により得られた有用な安全性評価手法を

提供する。これまでの研究により、遺伝子組換え

乳酸菌の免疫系への影響は、組み込む遺伝子産物

単独の性質を必ずしも反映しないことが示されて

おり、用いた宿主乳酸菌と挿入遺伝子産物の組合

せにより多様な免疫影響が起こることが示されて

おり、挿入遺伝子産物単独の示す免疫影響とは異 

 

なった免疫影響が観察されることがある。平成25

年度はこの点について引き続き検討を行った。 

 平成 24 年度には免疫系に影響を及ぼすことが

期待される遺伝子を組込み、モデル組換え体を作

出した。エルシニアの侵入因子である Invasin を

発現する遺伝子組換え大腸菌および同様な遺伝子

を挿入した組換え乳酸菌を用いて、これらのモデ

ル組換え体とそれぞれの宿主菌の挙動を比較しな

がら、分子レベルでの比較検討を行った。評価系

は、消化管からの免疫抗原の取り込みに重要な働

きをする腸管上皮細胞に存在する M 細胞に相当す

る 2 細胞共存型の評価系を用いて検討した。動物

愛護の精神から、動物による評価を最小限に留め

るため、免疫系への影響の概要については継代細

胞を用いた評価系を作出した。腸管上皮細胞

C2BBe1 細胞と免疫担当細胞 Raji 細胞の共培養に

よるＭ細胞評価系を用いて、遺伝子組換えモデル

研究要旨： 

遺伝子組換え微生物の利用を実用化するにあたって障害となっており、検討が必要とされている安

全性に関する項目としては、組換え微生物のヒトや動物の免疫系への影響評価や腸内フローラを介

した健康影響が重要であるとされている。本分担研究では遺伝子組換え技術を用いてモデル組換え

細菌を作出し、それらの組換え体を用いて細胞や実験動物を用いた実験により、上述の組換え微生

物の安全性に関する知見を集積すると共に、安全性評価手法の開発を行う。 

 大腸菌と乳酸菌を宿主として、M細胞への取り込みに重要な働きをすることが知られているエルシニ

アの Invasin を発現する遺伝子組換え体を作出し、ヒト腸管モデル細胞 C2BBe1 単層膜を用いて、評

価を行った。大腸菌では、Invasin を発現する組換え体で取り込みが増強されたのに対し、乳酸菌組

換え体ではそのような取り込みの増強は確認できなかった。大腸菌組換え体の取り込みの増強は、ク

ラスリンを介した取り込み機構が主であることが確認された。細胞を用いた評価系が示した結果は、ヒ

トや動物の腸管の M 細胞でも実際に同様に起こっているかは大変重要であり検討を進めた。また、こ

の現象のメカニズムの解明に向けて、実用性が高いヒト M 細胞モデル系の更なる改良を行った。 



 

- 36 - 

乳酸菌と大腸菌での免疫への影響の違いついて検

討し、大腸菌と乳酸菌でその挙動が全く異なるこ

とを報告した。 

 平成25年度は、ヒトＭ細胞モデル系の改良とし

て、トランスフェクションを利用した腸管上皮細

胞単層モデルの構築を試み、評価系として実用性

が高く、前年度得られた大腸菌と乳酸菌の挙動の

違いを分子レベルで解明することを目標に研究を

進めた。 

 

Ｂ．研究方法 

ヒト腸管モデル細胞C2BBe1 単層膜へのspiB遺

伝子の導入 

実験の概要は、図1に示した。 

1. 使用細胞及び培養条件 

 ヒト結腸癌由来のC2BBe1細胞（ATCC CRL-2102）

は10 % FBS、1 % GlutaMax (Gibco)、penicillin 

(100 U/ml) and streptomycin (100 µg/ml) (Gibco)、

Transferrin(Merck Millipore) を 含 む DMEM

（Sigma）を用い、5 % CO2 存在下、37 ºC で培養

した。 

ヒトバーキットリンパ腫由来の Raji 細胞

（RBRC-RCB1647）は10 % FBS（Gibco）、penicillin 

(100 U/ml) and streptomycin (100 µg/ml) (Gibco)

を含むRPMI1640（Sigma）を用い5 % CO2存在下、

37 ºCで培養した。 

 

2. spiB遺伝子の発現確認およびspiB遺伝子のク

ローニング 

 C2BBe1 細胞および Raji 細胞を培養後、RNeasy 

Mini kit (Qiagen)によりRNAを抽出した。抽出し

た RNA を Transcriptor First Strand cDNA syn-

thesis kit (Roche)により逆転写し、cDNAを調整

した。調整したcDNAを鋳型としPrimeSTAR HS DNA 

Polymerase (TaKaRa)を用いてPCRにより spiB遺

伝 子 を 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー は 5 ’

-aaaactcgagatgctcgccctggaggctgc と 5 ’

-ggaagatcttcaggcccggcggactgcag を用い、PCR の

条件はメーカーの指示書に従った。 

 

3. spiB遺伝子発現用プラスミドの作成 

 テ ト ラ サ イ ク イ ン 誘 導 プ ラ ス ミ ド

pTRE3G(Clontech)を FastGene Plasmid Mini Kit

（日本ジェネティクス）により大腸菌から抽出後、

BamHI(TaKaRa)および XhoI(TaKaRa)を添加し、37 

ºCで制限酵素処理した。 

 PCR により増幅した spiB 遺伝子は Bgl 

II(TaKaRa)および Xho I を添加し、37°C で制限

酵素処理を行った。 

 プラスミドおよびPCR産物をFastGene Gel/PCR 

Extraction（日本ジェネティクス）により精製後、

T4 DNA ligase（Invitrogen）を加えそれぞれの断

片を結合し、Escherichia coli JM109 (ニッポン

ジーン)の形質転換を行った。 

 

4. C2BBe1細胞へのTet-On調節ベクターの導入 

C2BBe1細胞を4.0 x 104/wellの濃度で24穴プレ

ートに播種し 2 日間培養後、Lipofectamine

（Invitrogen）を用いてpCMV-Tet3G（Clontech）

のトランスフェクションを行った。トランスフェ

クションの条件はメーカーの指示書に従った。 

 トランスフェクションした細胞を継代培養後、

ネオマイシンG418（Clontech）を 400 µg/mlの濃

度で添加し、生育が良好な細胞を選抜した。 

 

5. 安定細胞株の目的遺伝子の発現誘導能 

安定細胞株の目的遺伝子の誘導効率はルシフェラ

ーゼアッセイにより測定した。ルシフェラーゼ発

現プラスミドを一時的に安定細胞株に導入後、

doxycycline（Clontech）を 1.0 µg/mlの濃度で添

加しルシフェラーゼの発現を誘導した。ルシフェ

ラーゼの活性は Luciferase Assay Systems

（Promega）を用い、GloMax-Multi Detection 

System（Promega）により測定し、活性の高いクロ

ーンを選抜した。 

 

6. spiBを発現する二重安定細胞株の作成 

 選抜した安定細胞株をトランスフェクション法

に適した密度になるまで培養し、pTRE3G::spiBお

よび Hygromycin 耐性遺伝子のトランスフェクシ
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ョンを行った。トランスフェクション後、400 

µg/ml Hygromycin（Clontech）存在下で培養し、

二重安定細胞株を作成した。 

二重安定細胞株の spiB RNA の発現はRNA抽出後、

cDNA を合成し spiB 増幅プライマーにより検出し

た。 

 

Ｃ. 研究結果 

ヒト腸管モデル細胞 C2BBe1 単層膜への spiB 遺伝

子の導入 

1. spiB RNAの検出およびプラスミドの作成 

 C2BBe1 細胞およびRaji 細胞の RNA を抽出し spiB 

の転写段階での発現を確認した。spiB 増幅用プライ

マーによる cDNA を鋳型とした PCR の結果、C2BBe1

細胞のRNAからspiB遺伝子の増幅は見られなかった

が、Raji細胞のRNAからは増幅が確認された（図2）。 

 Raji細胞由来のcDNAから得られた spiB遺伝子は

シーケンス確認後、哺乳類細胞発現用プラスミド

pTRE3Gへクローニングした。 

 

2. テトラサイクリン発現誘導安定細胞株の樹立 

 C2BBe1 細胞にプラスミド pTRE3G をトランスフェ

クション法により導入し、ネオマイシンG418存在下

で培養した結果、134 コロニーが得られた。30 クロ

ーンを選抜、培養し、生育が良好な18クローンを選

抜した。これらのクローンに対しルシフェラーゼ発

現用プラスミドを導入し、ルシフェラーゼ活性によ

るスクリーニングを行い、誘導が良好なクローンを

確認した（図3）。 

 

3. spiB発現二重安定細胞株の樹立 

 樹立した安定細胞株に対しspiB発現用プラスミド

をトランスフェクション法により導入し、130コロニ

ーを得た。生育が良好な30クローンからRNAを抽出

し、spiB RNA の発現を PCR により検出した結果、3

クローンからspiB RNAの発現を確認した（図4）。 

Ｄ. 考察   

腸管内の抗原取り組み口である「Ｍ細胞」の分化

に必須である転写因子が新たに報告された(Kanaya 

et al. Nature Immunology, 2012)ことから、これま

での実験に用いていた、2細胞共存実験系を、腸管上

皮細胞のトランスフェクションにより単層培養系に

改良することとした。Ｍ細胞への分化に関わる spiB

をコードする遺伝子のｃDNAを Raji細胞からクロー

ニングし、C2BBe1細胞にプラスミドpTRE3Gを用いて

トランスフェクション法により導入することにより、

単層のＭ細胞系を作出することを試みた。 

これまで用いてきた異なった2細胞の共存系では、

上皮細胞の単層膜形成に2週間、その後さらにRaji

細胞との共存によりＭ細胞への分化させるために 1

週間が必要であり、実際のＭ細胞としての実験まで

に3週間以上が必要である。 

今回の検討は、ヒト腸管上皮由来であるC2BBe1細

胞をＭ細胞への分化に関わるspiB遺伝子産物のもつ

機能によりＭ細胞活性を付与し、腸管内の免疫抗原

の取り込まれ方に関する評価を行うことを想定して

いる。 

トランスフェクションにより、生育が良好な30ク

ローンを得ることができ、そのうち RNA を抽出し、

spiB RNA の発現を PCR により検出した結果、3 クロ

ーンから spiB RNA の発現を確認することができた。

これらのクローンは、テトラサイクリン発現誘導安

定細胞株である今回用いたのは市販の哺乳類細胞に

おけるテトラサイクリン発現誘導システムを利用し

ているので、遺伝子発現をドキシサイクリンの用量

依存的に調節可能である。レポーター遺伝子として

ルシフェラーゼを用いて確認したところ、この細胞

でトランスフェクションにより導入したシステムが

有効に機能していることが確認された。 
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Ｅ. 結論 

 大腸菌と乳酸菌を宿主として、M細胞への取り込み

に重要な働きをすることが知られているエルシニア

の Invasin を発現する遺伝子組換え体を作出し、ヒ

ト腸管上皮細胞 C2BBe1 単層膜を Raji 細胞と共存さ

せることにより M 細胞化することに成功し、この評

価系を用いて、評価を行った。大腸菌では、Invasin

を発現する組換え体で取り込みが増強されたのに対

し、乳酸菌組換え体ではそのような取り込みの増強

は確認できなかった。大腸菌組換え体の取り込みの

増強は、クラスリンを介した取り込み機構が主であ

ることが確認された。しかし、この評価系は M 細胞

化するのに最低 3 週間を必要とし、実用的ではない

ため改良型の評価系の構築を試みた。 

 ヒト腸管上皮細胞C2BBe1細胞へトランスフェクシ

ョンにより、M細胞への分化に必須であるspiBを、

ドキシサイクリンの用量依存的に発現を調節可能な

3つのクローンを作出することができた。今後、この

細胞を用いて、M細胞のマーカーの評価、2細胞系で

観察された M 細胞としての機能の評価を行う予定で

ある。 
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