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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。 

先行する研究成果により、サルモネラ鞭毛抗

原を菌体表層に固定化発現したモデル乳酸菌

組換え体に対しオミクス解析を行い、組換え体

と非組換え体の網羅的な比較を行った。その結

果が、元株と GM 株のゲノムの一部が欠損して

いるのではないかという知見が得られてため、

全ゲノム解析により比較検討を行い、遺伝子の

状況を評価することにした。本年度は、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。 

 平成 27 年度までに、モデル乳酸菌組換え体に関するオミクス（トランスクリプトーム、プ

ロテオーム、メタボローム）による網羅的の解析が終了したので、平成 28 年度は遺伝子

組換え微生物の安全性評価に用いる為の組換え体とヒト腸管上皮細胞の相互作用に

関する評価手法について検討を行った。 

エルシニアの表層抗原を乳酸菌表層に固定発現したモデル組換え体を作出し、ヒト

腸管上皮細胞である Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞との相互作用に

ついて評価を試みた。培地、宿主乳酸菌、組換え乳酸菌の３者を細胞と反応させた後、
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乳酸菌の作成及び、遺伝子組換え微生物の安全

性評価に用いる為の組換え乳酸菌とヒト腸管

上皮細胞との相互作用の評価手法について検

討を行うことを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニアの表層抗原Invasinを菌体表層に

固定化発現させた乳酸菌を作出しモデル組換

え体とした。乳酸菌は、Lactobacilus casei 394

を用いた。また、ノサシバエ由来の遺伝子を用

いたランダムミューテーション法によりエリ

スロマイシン耐性を付与した同菌変異株を 100

株、作成した。 

(２)細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価 

 ヒト腸管上皮細胞モデルとして Caco-2 細

胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を用い

た。情報にしたがい培養・継代し、以下の実験

に用いた。C2BBe1 細胞を培養・継代し、MOI：

100 となるように宿主乳酸菌、エルシニア抗原

発現モデル組換え乳酸菌を接種し、37℃で１時

間培養後、細胞から全 RNA を回収し、細胞の

メッセンジャーRNA を次世代シーケンサー網

羅的に解析した。培地コントロールに対し乳酸

菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞の相

互作用をトランスクリプトーム解析の手法に

て評価した。 

 

Ｃ. 研究結果 

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え体を作出し、組換え乳

酸菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用を評価す

るモデル組換え体とした。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難である

ため、新規のノサシバエ由来の遺伝子によるラン

ダムミューテーション法を確立し、エリスロマイ

シン耐性を付与した変異株を 100株ほど作成した。

得られた変異株を遺伝子レベルで評価したとこ

ろ、ゲノム乗れアレンジメントらしき現象は観察

されず、エリスロマイシン耐性遺伝子が挿入され

ていた。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価（トランスクリプトーム解析） 

培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来細胞に１時間暴露させ

た後、細胞のメッセンジャーRNAについて回収し、

次世代シーケンサーを用いてトランスクリプト

ーム解析を行った。シーケンス結果の概要（表 1）、

マッピング統計データ（表 2）は、表の通りであ

った。 

解析結果を、図１，図２に示した。図及び表の

表記は、N:培地、C:宿主乳酸菌、IP：モデル組換

え乳酸菌を示している。Log2 FC を、1.6 とした

場合、培地コントロールに比べ、宿主乳酸菌では

53 遺伝子の発現が、モデル組換え乳酸菌では 94

遺伝子の発現が 3倍以上に上昇していることがわ

かった。 

 

Ｄ. 考察   

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え乳酸菌では、乳酸菌菌

体表層に固定化して発現している invasinが、ヒ

ト腸管上皮細胞とどのような相互作用を示すの

かが興味深い。エルシニアの当該抗原はヒト腸管

細胞M細胞の腸管腔側に発現するβ1-integrinと

相互作用することが知られている。モデル組換え
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乳酸菌に、この抗原が加わることで、ヒト腸管上

皮細胞との相互作用がどのように反応するのか

について評価するためにモデル組換え体の作成

を行った。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難であっ

た。そこで、新規のランダムミューテーション法

として、ノサシバエ由来の遺伝子によるランダム

ミューテーション法の確立を試みた。エリスロマ

イシン耐性を付与した変異株を 100株ほど作成し、

得られた変異株を遺伝子レベルで評価したとこ

ろ、ゲノムのレアレンジメントらしき現象は観察

されず、エリスロマイシン耐性遺伝子が単純に挿

入されていることが確認された。これらの変異株

は、今後の検討のモデル乳酸菌組換え体として用

いることが可能と思われる。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価

（トランスクリプトーム解析） 

培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来細胞に 37℃１時間暴露

させた後、細胞のメッセンジャーRNA について回

収し、次世代シーケンサーを用いて網羅的な解析

を行った。培地コントロールに比べ、宿主乳酸菌

では 53 遺伝子の発現が、モデル組換え乳酸菌で

は 94 遺伝子の発現が 3 倍以上に上昇しているこ

とから、エルシニアの抗原が乳酸菌に加わること

により、およそ 40 の遺伝子が有意にその発現が

増強していることが示された。現在変化したそれ

ぞれの遺伝子について解析を進めている。 

 

Ｅ. 結論 

遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出では、エルシ

ニアの表層抗原 Invasinを菌体表層に固定化発現

させた乳酸菌を作出しモデル組換え体とした。ま

た、ノサシバエ由来の遺伝子を用いたランダムミ

ューテーション法によりエリスロマイシン耐性

を付与した乳酸菌変異株 100株を作成し、今後モ

デル組換え体として用いる菌株の準備が整った。 

 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価

系の開発では、ヒト腸管上皮細胞モデルとして

Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を

用いた評価系を検討した。培地コントロールに対

し乳酸菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞

の相互作用をトランスクリプトーム解析の手法

にて評価したところ、親株に比べモデル組換え体

で、約 40 の遺伝子が有意に発現を増強している

ことが確認された。 

  

Ｆ. 健康危険情報 

 なし 
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表１シーケンス結果の概要 
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表２．マッピング統計データ 
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図１．正確検定による結果 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．正確検定による結果 
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図２．尤度比検定による結果 
 

 


