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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

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試みる。 

 平成 27年度に、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年度から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

のモデル評価系に頻繁に用いられるCaco-2細胞との反応性を検討した。Caco-2細胞の派生クローン

である C2BBe1 細胞にモデル乳酸菌組換え体を加えたときの細胞の応答に関して評価を試みた。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、C2BBe1 細胞から全 RNA を抽出し、ト

ランスクリプトーム解析を行った。宿主乳酸菌と組換え乳酸菌を細胞にさらした結果を比較したところ、

エルシニアの表層抗原の発現により、ヒト腸管上皮細胞モデルでは、転写レベルでおよそ 40 遺伝子

の発現が有意に上昇していることが示された。また、組換えによりエルシニア抗原を発現させると、乳

酸菌の上皮細胞へ取り込みが増大した。細胞のトランスクリプトーム解析の結果から、組換え乳酸菌

に曝されたヒト腸管上皮細胞内では分子レベルでどのような影響が起こっているかについて観察する

ことができ、今後このような手法を用いることにより、組換え微生物がヒト腸管上皮細胞にどのような影

響を与えるかの評価が可能であり、安全性評価に活用が期待される。 
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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

響が起こることが明らかとなっている。組換え

微生物では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

あることを示すことができた。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。また用いた組換え体と元

株のゲノム解析の結果、組換え体においてゲノ

ムの一部が欠損しているという知見が得られ

た。 

平成 27 年度に、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）による網羅的な比較解

析が終了したので、平成 28 年度からは遺伝子

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。 

 

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、平成 28 年度に引き続き、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を約 300株、追加で作

出し、得られた変異株の表現型について検討を

行った。 

(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。定法にしたがい培養・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 を回収した後、次世代シ

ーケンサーを用いて網羅的に解析した。培地コ

ントロールに対し乳酸菌親株、組換え乳酸菌を

ヒト腸管上皮細胞に暴露させた場合の影響に

ついて、腸管上皮細胞の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（図１）。 

 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新たに約 300株作出

した。新しい手法によるランダムミューテーショ

ン法により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

単独で挿入されていた。得られた変異株の免疫へ

の刺激活性は、親株に比べほぼ同等な株、2 分に

の１以下に明らかに低下した株等が得られた。以

前のランダムミューテーションにおいては、変異

株に免疫増強性が観察されたがこのような増強

株は観察されなかった。 

(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） 
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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 C2BBe1 細胞に１時間暴

露させた後、元株（LCN）組換え乳酸菌（LCI497）

がそれぞれ C2BBe1 細胞と接着、取り込みを起こ

すかを評価したところ、図２に示すように、組換

えにより接着、取り込み菌数共に増大した。 

C2BBe1 細胞からトータル RNAを回収し、メッセ

ンジャーRNA について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、マッピング統計データは、平成 28

年度の報告書に示した。トランスクリプト毎のリ

ード数は、図３に示した。 

尤度比検定による発現量差の検定結果 MA ブ

ロットの結果は、図４に示した。プロットヒート

マップおよび各遺伝子発現量の解析結果は図５

に示した。図６には PCR産物の融解曲線を示した。

これにより副産物がないことを確認した。図７に

は、PCR 産物の増殖曲線を示した。これにより評

価系には DNAの混入がないことを確認した。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。 

トランスクリプトーム解析の結果から、元株と

遺伝子組換え株で遺伝子の発現の増強の観察さ

れた遺伝子の中から、その機能が推定可能な４種

類の遺伝子（NFKBIA, CXCL8, CXCL1, CCL20）に

着目して、qPCRによる相対定量による遺伝子発現

量の比較を行った結果を図８に示した。 

 

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

乳酸菌に、この抗原を菌体表層に固定化し発現さ

せることにより、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。図１で確認

されたように、エルシニア表層抗原 Invasinは乳

酸菌で良好に発現し、菌体表層に安定的に固定化

されていることが確認された。これをモデル組換

え体としてヒト腸管上皮細胞との相互作用を検

討することは、今後の組換え微生物と腸管上皮細

胞との間でどのようなやりとりが行われている

かを明らかにすることが可能であり、安全性評価

の評価系として大変有効な手法と思われる。 

 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 300株ほど追加作

成し、得られた変異株を遺伝子レベルで評価した

ところ、以前観察された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、免疫活性を評価したと

ころ、元株に対してほぼ同等か、明らかな低下を

示した。これらの変異株は今後のモデル乳酸菌組

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
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（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 4℃あるいは 37℃

１時間暴露させた後、C2BBe1細胞への接着、取り

込みを評価した。図２に示されるように、元株に

比べ組換え体は、接着、取り込み共に増大した。

組換え体に発現させている Yersinia 由来の

Invasin は、β1-integrin受容体との相互作用を

介して細胞への接着および侵入に関与すること

が報告されている。通常、M 細胞を除く腸管上皮

細胞においてβ1-integrin は基底膜側のみに局

在している。しかし、本実験において乳酸菌の接

着効率および取り込み効率が Invasinの発現によ

り向上したことから、この結果にはβ1-integrin

と Invasinの相互作用が関与している可能性が高

いと考えられる。過去の研究では、MDCK-1細胞(イ

ヌ腎臓尿細管上皮細胞由来)や、Caco-2 細胞を用

いた in vitro の試験において、Y. pseudotu-

berculosisのInvasinが細胞表面に接着すること

でβ1-integrin の局在が基底膜側から管腔側に

変化し、Y. pseudotuberculosis の取り込みに関

与することが報告されている。このことから、本

実験においても乳酸菌に発現させた Invasinによ

って同様の現象が起こった可能性が示唆された。 

C2BBe1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。コントロール群と比較

して発現量が約 3 倍以上変動した 67 個の遺伝子

のうち、元株添加群と、組換え体添加群との間で

発現量に顕著な差が見られた遺伝子は、TNFAIP3, 

NFKBIA, BIRC3, FNDC9, CXCL８, LOC102723727, 

TRHDE, CXCL3, CXCL1, CXCL2, CCL20, PSMB9, 

TSPAN11, C18orf63, PLA2G2F, OR7A5 であった。

図 5に示した主な遺伝子に関するヒートマップで、

乳酸菌元株による細胞への影響、また、エルシニ

アの抗原が乳酸菌に加わることにより起こる反

応が示された。 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, CCL20 は、免疫

反応において樹状細胞や T 細胞、B 細胞などの誘

因物質として機能するケモカインに関連する遺

伝子である。その中で、CXCL1, CXCL2, CXCL3, 

CXCL8, CCL20 は、免疫反応において樹状細胞や T

細胞、B 細胞などの誘因物質として機能するケモ

カインに関連する遺伝子である。その中で、CXCL1, 

CXCL2, CXCL3は元株添加群でも発現量が増加して

いたことから、乳酸菌の接着菌数および取り込み

菌数が増加した組換え体添加群ではこれらの遺

伝子発現がさらに増加したと考えられる。また、

CXCL8, CCL20は組換え体添加群でのみ顕著に発現

量が増加していた。過去の研究では Invasinの由

来であるエルシニアが細胞内への侵入を介して

CXCL8 や CCL20 を強く誘導することが報告されて

いる。このことから組換え体添加群における

CXCL8, CCL20発現量の増加は Invasin依存的であ

る可能性が示唆された。 

TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3は、組換え体添加群に

おいて発現量が増加しており、これらの遺伝子は

炎症性の反応に広く関与する転写因子 Nuclear 

factor-kappa B (NF-kB)によるシグナルを抑制す

る機能を持つ遺伝子であることがわかっている。

組換え体添加群では、ケモカイン関連遺伝子の発

現が強く誘導されていたことから、それに伴い

TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3が誘導され、過剰な炎症
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応答を防ぐ機構が働いた可能性が考えられる。 

FNDC9, TSPAN11はそれぞれフィブロネクチンお

よびテトラスパニン関連遺伝子である。フィブロ

ネクチンは細胞接着分子であり、テトラスパニン

や、Invasinの受容体であるβ1-integrinなどと

結合することが知られており、β1-integrinを介

したシグナル伝達に関与することも報告されて

いる。また、テトラスパニンもβ1-integrinと関

わりの深い物質である。テトラスパニンは膜貫通

タンパク質の一種であり、細胞膜上でβ

1-integrin と複合体を形成し細胞同士の接着に

関与することが報告されている。以上のことより、

これらの遺伝子発現の差は Invasin発現乳酸菌に

おける細胞への接着能力の向上および、細胞から

取り込まれる能力が向上したことに関与してい

る可能性が示唆された。 

上記以外で発現に差が見られた遺伝子につい

ては、その機能がほとんど解明されていない、あ

るいは、本実験との関連性を見出すことができな

かったため、考察は割愛する。 

 

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 300株を追加作成し、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。細胞のトランスクリプトーム

解析の結果から、組換え乳酸菌に曝されたヒト腸

管上皮細胞内では分子レベルでどのような影響

が起こっているかについて観察することができ、

今後このような手法を用いることにより、組換え

微生物がヒト腸管上皮細胞にどのような影響を

与えるかの評価が可能であり、安全性評価に活用

が期待される。 

  

Ｆ. 健康危険情報 

 なし 
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[Fig.1] Western blot による Invasin の発現確認 

① His-Inv497 (Positive control)  

② LCN 

③ LCI497 

 

 

 
[Fig.2] Flow cytometer による Invasin の菌体表層発現量の確認 

 

 

 

 

図１．Invasin 発現乳酸菌の western blot による発現確認と Flow cytometer による菌体表層発現の確認 
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図２．C2BBe1 細胞への接着菌数および取り込み菌数 



19 
 

n=6, Student’s t-test, *P < 0.01, mean±SE 
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図３．トランスクリプトごとのリード数 分布図 

生データ(緑), 総リード数による補正後(赤), TMM 法による正規化後(黄) 
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図４．尤度比検定による発現量差の検定結果 MA プロット 

横軸は 2 群間の平均発現量、縦軸は 2 群間の発現量比を表している。 
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図５．ヒートマップおよび各遺伝子発現量の値 
培地コントロールの値を黒(0)として、供試菌添加時の 
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遺伝子発現量の増加を赤、減少を緑で表している。 

 

 

 
 

図６．PCR 産物の融解曲線（副産物がないことを確認） 
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図７．PCR 産物の増幅曲線（DNA の混入がないことを確認） 

 

 

 

 

図８．qPCR 結果 相対定量による遺伝子発現量の比較 

n=3, Student’s t-test, *P < 0.05, **P < 0.01, mean+SE 

Housekeeping gene=YWHAZ 

 

 

  

 


