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第 1章 緒言 

1-1 健康寿命 

日本人の平均寿命は、男女共に世界でもトップクラスである反面、日常生活に

支障をきたさない健康寿命は、男性で約 8年、女性で約 12年の乖離がある（Fig. 

1）。さらに、少子高齢化の影響から、超高齢化社会における問題も多く抱えてい

る[1]。海外の研究では、2007年に生まれた子供が 103歳まで生きる確率が 50%

とも言われており[2]、いわゆる人生 100 年時代の到来が間近に迫りつつある。

これを受けて日本政府も、2017 年から「人生 100 年時代構想推進室」の看板を

掲げ、様々な対策について議論がされている。 

2000年に世界保健機関（WHO）が提唱した健康寿命という概念を、日本では

「健康上の問題で日常生活が制限されることなく生活できる期間」と定

義付けて、様々な取り組みを行い、2016 年を起点として 2040 年までに、

3 年以上の健康寿命延伸を目標としている。その結果、男女共に健康寿

命は年々延びている傾向にあるが、平均寿命との差は縮まらないのが

現状である。この差は健康寿命の定義から見ると、日常生活に制限のあ

る「不健康期間」を意味する。人生 100 年時代を迎えるにあたって、こ

の差を縮める事は、個々人だけではなく社会においても非常に大きな

意味を持つ。  

厚生労働省が発表した令和元年（2019）人口動態統計月報年計[3]によると、日

本人の死因は悪性新生物が最も多く 27.3%、次いで心疾患 15.0%、老衰 8.8%、脳

血管疾患 7.7%、肺炎 6.9%、誤嚥性肺炎 2.9%である（Fig. 2）。中でも悪性新生物

は 50 歳代～70 歳代に多く、肺炎は 60 歳代から年齢が高くなるにつれて多くな

る傾向にあり（Fig. 3）、加齢による免疫力の低下が否めない結果であると考えら

れる。免疫力は 20 歳代をピークとして低下が始まり、40歳代で 50%程度、70歳

代で 10%程度まで低下すると言われている。つまり、免疫力を強化する事は、健

康寿命の延伸だけではなく、平均寿命との差を縮める重要な因子であると考え

られる。 
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Fig. 1 健康寿命と平均寿命の推移  

出展：内閣府 令和元年版高齢社会白書 

 

 

 

Fig. 2 主な死因別死亡数の割合 

出展：厚生労働省 令和元年(2019)人口動態統計月報年計 
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Fig. 3 性・年齢階級別にみた主な死因の構成割合（2019） 

出展：厚生労働省 令和元年（2019）人口動態統計月報年計 

 

1-2 免疫 

免疫には、自然免疫（非特異免疫）と獲得免疫（特異免疫）の 2種類があり、

自然免疫には、natural killer（NK）細胞による防御、好中球やマクロファージに

よる貪食が含まれる。NK細胞は大型のリンパ球で、細胞を傷害するための顆粒

を有しており、がん細胞やウィルスに感染した細胞等、異常な細胞を発見して排

除する。好中球やマクロファージのような貪食を行う細胞は食細胞と呼ばれ、感

染初期に血管外で貪食を行い、リンパ球による特異的な免疫機構が活性化する

までの間の生体防御に働く。マクロファージには、貪食した抗原をリンパ球に提

示することで獲得免疫を始動する役割もあり、反対にリンパ球の産生する液性

因子が食細胞を活性化する等、両者は連動して免疫機構に関与している。 

一方で、細菌・ウィルス等を抗原として認識し、特異的に攻撃する機能を獲得

免疫という。初回接触時に抗原を認識・記憶することで成立し、再接触時には速

やかに抗原を排除するように働く。この機構は、細胞性免疫と液性免疫で成り立

っている。細胞性免疫は、キラーT細胞やマクロファージ等が主役となって抗原

を排除する反応である。活性化ヘルパーT 細胞の産生するサイトカインは、キラ

ーT細胞の活性化やマクロファージの貪食能を促進する。液性免疫は、抗体が主

役となって抗原を排除する反応である。活性化ヘルパーT細胞から分泌されるサ

イトカインは、B 細胞の抗体産生を促進する。獲得免疫系では、細胞性免疫と液

性免疫が補い合って、様々な抗原に対処している。 

 

1-3 腸管免疫 

ヒトの腸管には、全体の約 70%もの免疫細胞が集中しており、腸管免疫と呼
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ばれるシステムが構築されている。腸管には、リンパ球の密集構造であるリンパ

小節があり、パイエル板と呼ばれる集合体を形成している。パイエル板は、上皮

に覆われているが、その上皮には M 細胞という特殊な上皮細胞が散在している。

M 細胞は細胞質が薄く、基底側にマクロファージや樹状細胞といった抗原提示

細胞や、リンパ球を抱え込んでいる。上皮下には、B 細胞の集団からなるリンパ

小節があり、その周辺には T 細胞が多く存在している。M 細胞を通って侵入し

てきた抗原は、マクロファージ等の抗原提示細胞によって貪食され、T細胞に抗

原提示されることで免疫応答が誘導される。また、免疫細胞には toll-like receptor

（TLR） や C-type lectin receptor（CLR）による免疫応答機構が存在している。

これらは、細菌や真菌の構成成分、ウィルスの DNA、RNA等を認識する受容体

の一つで、細胞表面や細胞内小胞、エンドソームに局在し、細菌やウィルスに特

有の構造を認識して、細胞内シグナル伝達を介してサイトカイン等の遺伝子発

現を誘導する。例えば、グラム陰性菌の細胞壁構成成分である lipopolysaccharide

（LPS）は TLR 4 ＋ MD 2複合体に、グラム陽性菌のペプチドグリカンは、TLR 

1 / TLR 2 および TLR 2 / TLR 6 ヘテロダイマー、酵母等の細胞壁成分 β-glucan

は、CLR である Dectin-1という様に、ターゲットごとに認識受容体が異なる（Fig. 

4）。 

さらに、腸内には数千種、100兆個を超える腸内細菌が存在するといわれてお

り[4]、アミノ酸や炭水化物等の栄養素や胆汁酸の代謝、短鎖脂肪酸等の代謝産

物の産生、ビタミン合成、病原菌に対する感染防御、腸管上皮細胞や免疫細胞の

分化や成熟化等に関与している。腸管内では、これらの細菌叢と多くの免疫細胞

により、様々な病原体や感染症による防御システムが構成されている。 

 

Fig. 4 腸管における TLRsおよび CLRs 
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第 2章 特異抗体の作製 

2-1 研究目的 

本研究では、食品を摂取することによる自然免疫への関与を評価するために、

サイトカインである interleukin-12（IL-12）および interferon-gamma（IFN-γ）、抗

菌ペプチドである human β-defensin 2（hBD2）の産生誘導を、抗体を使って評価

することにした。IL-12は p35と p40のヘテロダイマーであり、一般的に p40抗

体を用いて測定が行われているのだが、p40 は IL-23のサブユニットも担ってい

る。感染が起きた時、IL-23 は IL-12 よりも遅く産生される傾向がある。自然免

疫と獲得免疫両方に関与する IL-12 に対して、IL-23 は獲得免疫にのみ関与する

とも言われており[5]、IFN-γの産生誘導も IL-12より低いと言われている。また、

p40 は IL-12 の拮抗作用を示すホモダイマーの形成も報告されているため[6]、

p40 の測定による IL-12 の産生誘導評価では、同時に IL-23 や p40 ホモダイマー

も検出されてしまうことが懸念される。そこで本研究では、IL-12 の産生誘導評

価を p35 抗体によって行うことを考え、まずは大腸菌を用いて IL-12p35 組み換

えタンパク質の発現を行い、抗原として実験動物に注射してポリクローナル抗

体を得ることを本章の目的とした。 

また、抗体は微量ながら非常に高価であるため、多検体スクリーニングに用い

た場合はコスト面で問題が出てくる。そのことから本研究では、IFN-γ、hBD2に

ついても IL-12p35 抗体と同様に作製して、スクリーニングが可能な手法を構築

することとした。 

抗体は目的タンパク質の検出はもちろんのこと、細胞内での発現量、その動態

や局在性の有無まで、様々な実験に用いることができる。実験に適した抗体を作

製する手段の一つとして、目的タンパク質を実験動物に注射して抗体を得る方

法がある。これには、ある程度のタンパク質量が必要であるため、大腸菌を用い

た組み換えタンパク質が用いられることが多い。大腸菌による組み換えタンパ

ク質の発現は、真核生物を用いた時に比べて収集効率が良いというメリットが

ある。しかし、interleukin や interferonといったサイトカイン系のタンパク質や、

大腸菌にとって毒性のある抗菌ペプチド等は、大腸菌による発現が困難とされ

ている。そこで本研究では、目的サイトカインに glutathione S-transferase（GST）

タグを結合させた融合タンパク質として発現させ、タグを切断して精製するこ

とで、実験動物に免疫するための精製タンパク質を得た。 
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2-2 サイトカイン 

 サイトカインは、様々な細胞によって産生される分子量数十 kDa 以下の可溶

性糖タンパク質の総称であり、様々な生理活性を持つ細胞間伝達物質である。免

疫細胞の遊走性を引き起こすケモカイン（IL-8、MCP-1、MCP-2）、造血幹細胞の

分化・増殖を誘導する造血因子（G-CSF、M-CSF）、細胞の分化・増殖を誘導す

る細胞増殖因子（EGF、FGF、NGF、TGF）、腫瘍細胞の necrosis や apoptosis を

誘導する細胞壊死因子（TNF-α、TNF-β）等がある。免疫機能に大きく関与する

サイトカインとしては、30 種類以上の存在が確認されている interleukin や、病

原体の侵入や腫瘍細胞等の異物に対して分泌される interferonがある。これらは

細胞性免疫や抗体産生、炎症反応、アレルギー反応等、ヒトの免疫調節に深く関

与するサイトカインであり、Table 1 に示すように、それぞれ増強もしくは抑制

する働きを持っている。すべてのサイトカインが単一の活性を示すとは限らず、

レセプターやレセプターサブユニットを共有することで、複数のサイトカイン

が同じ活性を示すことも少なくない。 

 

Table 1 生体内において増強もしくは抑制効果を示すサイトカイン 

笠倉新平、松島綱治編「サイトカイン・ケモカインのすべて」株式会社日本医学館より抜粋、一部改変 

 

2-2-1 IL-12 

IL-12 は、分子量約 70 kDa（p70）の糖タンパク質であり、お互いに相同性の

ない 2つのサブユニット（分子量約約 35 kDaの p35と 40 kDaの p40）が、ジス

ルフィド結合によってヘテロダイマーを形成している（Fig. 5）。病原体が食細胞

や顆粒球、樹状細胞の TLR を介して接触することで産生される。IL-12は、主に

T 細胞および NK 細胞における signal transducers and activator of transcription 4

（STAT 4）を介した IFN-γの誘導に作用するだけでなく[7]、T細胞、NK細胞の

活性化を誘導する結果、免疫反応を促進する作用がある。ナイーブ T細胞は IL-

 増強 抑制 

細胞性免疫 

IL-2、IL-12、IL-15、IL-18、IL-21、

IL-23、IL-27、IL-21、IL-23、IL-27、 

IFN-γ 

IL-4、IL-10 

抗体産生 IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-13 IFN-γ 

炎症反応 
IL-1、IL-6、IL-8、IL-16、IL-17、 

IL-18、IL-20、IL-22、IL-23 

IL-4、IL-9、IL-10、 

IL-13、IL-35 

アレルギー反応 
IL-4、IL-5、IL-9、IL-13、IL-16、 

IL-25 

IL-8、IL-12、IL-18、  

IL-35 

IFN-γ、IFN-α、IFN-β、 
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12 存在下で刺激を受け、Th1 細胞に分化して細胞性免疫が促進され、様々な細

菌性感染症への抵抗性を高める。IL-12 が属するサイトカインファミリーには、

他に IL-23、IL-27、IL-35、IL-39があり、これらは 5種類のサブユニットである

p19、p28、p35、p40、epstein-barr virus induced-3（Ebi 3）の組み合わせにより、

異なる作用を示すサイトカインとなっている（Table 2）。 

 

 

Fig. 5 IL-12 

© 日本蛋白質構造データバンク (PDBj) licensed under CC 表示 4.0 国際 PDBID：1F45 

 

 

 

 

Table 2 IL-12サイトカインファミリー 

サイトカイン α サブユニット β サブユニット 作用 

IL-12 p35 p40 免疫賦活、自然 / 獲得免疫 

IL-23 p19 p40 炎症性サイトカイン、獲得免疫 

IL-27 p28 Ebi3 免疫抑制 

IL-35 p35 Ebi3 免疫調整、抗炎症 

IL-39 p19 Ebi3 炎症誘導 
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2-2-2 IFN-γ 

IFN-γは、分子量約15 kDaの糖タンパク質もしくはタンパク質である（Fig. 6）。

ウィルス感染や LPS 刺激により、NK細胞や Th1細胞等から分泌される。NK細

胞の活性化を誘導することで自然免疫を活性化し、ウィルス抗原を特異的に認

識することで、細胞性免疫を活性化する。さらには、マクロファージの活性化を

促して貪食能や殺菌能を高めることから[8]、自然免疫だけでなく獲得免疫にお

いても重要な役割を持っている。 

 

Fig. 6 IFN-γ 

© 日本蛋白質構造データバンク (PDBj) licensed under CC 表示 4.0 国際 PDBID：1EKU 

 

2-3 抗菌ペプチド 

抗菌ペプチドは、20~60程度のアミノ酸から成る、カチオニックペプチドであ

る。菌の細胞壁を直接破壊して殺菌作用を示し、抗生物質の様な耐性菌が生み出

されにくい特徴がある[9]。生物が元来持ち合わせている生体防御機構として知

られており[10]、感染初期に病原体の排除を行うといった自然免疫だけでなく、

ケモカイン様作用や樹状細胞の分化誘導等、自然免疫と獲得免疫の架橋となる

生体防御分子として考えられている。主に皮膚や口内等、外部との接触が起こる

部位において産生されるが、中でも腸は、様々な病原菌との接触が頻繁に起こる

部位であるため、多くの免疫細胞や腸管上皮細胞から、絶えず様々な抗菌ペプチ

ドが産生されている。 

ヒトの抗菌ペプチドには、唾液成分に含まれる cystatin や histatin、抗菌作用に

加えて炎症の抑制もしくは促進作用を有する LL-37 の他に、様々な臓器や免疫
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細胞で発現が見られる defensin がある。細菌や真菌だけでなく、原虫やウィルス

といった広い抗菌スペクトラムを有しており、生体で産生が確認される部位と

粘膜免疫が作用する部位、すなわち、病原菌の侵入が起こりやすい部位や、細菌

叢が形成されている部位がほぼ一致している[11]。このことから、抗菌ペプチド

は、生体防御機構の最前線で作用していると考えられている。 

 

2-3-1 Human β-defensin（hBD） 

Defensinは、大きく分けて α-defensinと β-defensinの二種類に分類されている。

α-defensin は好中球や粘膜上皮細胞（paneth cell）に発現がみられ、β-defensin は

皮膚、肺、気管、腎臓、生殖器等の粘膜上皮に発現がみられる。比較的新しく発

見された defensin は β-defensin に分類され、human β-defensin 1（hBD1）、human 

β-defensin 2（hBD2）、human β-defensin 3（hBD3）が発見されている。hBD1は恒

常的に発現がみられ、外来菌の侵入防御を担っている[12]。hBD2 は皮膚、肺、

気管だけでなく、全身の臓器で発現がみられる[13]（Fig. 7）。細菌感染や炎症性

サイトカインによって発現が誘導されるという特徴があり[12][14]、肺炎等と密

接な関係があると示唆されている。hBD1 や hBD2は主にグラム陰性菌や真菌に

対する抗菌作用を示す一方、hBD3はグラム陽性菌に対しても強い抗菌作用を示

す特徴がある[15]。また、hBD2 は樹状細胞や T 細胞の遊走性を引き起こすケモ

カインとしての作用も明らかとなっており、自然免疫と獲得免疫の両方におい

て重要な役割を担っていると考えられている[16]。 

 

 

Fig. 7 hBD2 

© 日本蛋白質構造データバンク (PDBj) licensed under CC 表示 4.0 国際 PDBID：1FD4 
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2-4 実験方法 

2-4-1 SDS-PAGE 

SDS-PAGEは、タンパク質を分離する手法の一つである。タンパク質の荷電は

種類によって異なるが、sodium dodecyl sulfate（SDS）を付加することによって、

全体として負に荷電する。複合タンパク質のジスルフィド結合を、 2-

mercaptoethanol や dithiothreitol（DTT）等の還元剤を用いて切断し、ポリアクリ

ルアミドゲルのメッシュ構造を利用して、分子量の違いで分離することが可能

である。ゲルは separating gel と stacking gel の 2層からなり、separating gel を作

製した後、stacking gel を重層する。一般に、分子量の小さいタンパク質ほど移動

度が大きく、分子量の大きいタンパク質ほど移動度は小さい。そのため、目的と

するタンパク質の分子量によって、ゲル中のアクリルアミドの濃度を変えなけ

ればならない。分離したタンパク質は銀染色や coomassie brilliant blue（CBB）染

色で可視化することができる。本研究では、Laemmli 法[17]に従った。 

 

操作手順 

 separating gel を Table 3-1の通り調製する 

 ゲル板に流し込む 

 蒸留水を重層して固化 

 蒸留水を除き、Table 3-2の通り調製した stacking gel を流し込む 

 コームを差し込んで固化 

 泳動装置（BIO CRAFT）にセットし、（＋）極および（－）極側に Laemmli 

bufferを入れる 

 コームを抜き、等量の 2× Sample bufferを添加して、100℃で 2分間ヒートシ

ョックした泳動サンプルを適量アプライ 

 1時間電気泳動（100 V-15分、200 V-45分） 

 

CBB 染色 

 ゲルをゲル板から剥がし、CBB 染色液に浸す 

 染色を促すために電子レンジで数秒加熱 

 弱振盪 

 バンドが染色されたのを確認後、脱色液に浸す 

 バックグラウンドが脱色されるまで弱振盪 

 ゲルの撮影 
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Table 3-1 separating gel組成表 

separating gel 濃度 x % 

Acrylamide : N,N’-bis Methylene Acrylamide（Bis）30 : 0.8 x / 2 ml 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 3.75 ml 

10% SDS 0.15 ml 

10% Ammonium persulfate（AMPS） 0.10 ml 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine（TEMED） 0.10 ml 

Distilled water (11 – x) ml 

 

Table 3-2 stacking gel組成表 

stacking gel  

Acrylamide:Bis 30 : 0.8 1.00 ml 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 2.50 ml 

10% SDS 0.10 ml 

10% AMPS 0.10 ml 

TEMED 0.05 ml 

Distilled water 6.00 ml 

 

 

 

―試薬調整―

Laemmli buffer 

 50 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

 384 mM Glycine 

 0.1% SDS 

 

 

 

2× Sample buffer 

 0.5 M Tris-HCl buffer（pH6.5） 3.5 ml 

 Glycerol   5 ml 

 10% SDS   5 ml 

 Bromophenol Blue  10 mg 

 Milli-Q   1.5 ml 

*使用時、2-mercaptoethanolを 10%量添加

CBB染色液 

 0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250 

 25% 2-Propanol 

 10% 酢酸 

 

脱色液 

 10% 2-Propanol 

 10% 酢酸 
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2-4-2 Western blot 法 

Western blot 法は、タンパク質の検出法の一つである。複合タンパク質を SDS-

PAGE等により分離させた後、ゲルに電圧をかけてメンブレンに転写する。その

後、目的とするタンパク質に特異的な一次抗体を反応させ、horseradish peroxidase

（HRP）や alkaline phosphatase（AP）等の酵素標識された二次抗体を反応させる。

標識酵素に応じた発色基質を添加することで、間接的に特定のタンパク質を検

出することができる。また、細胞培養液等の夾雑タンパク質が多く含まれるサン

プルの場合、非特異な交差反応が起こる可能性が考えられるが、そのような場合

でも、Western blot 法を用いることで、特異的に目的タンパク質を検出すること

が可能である。 

転写に用いるメンブレンは、主にニトロセルロースと polyvinylidene fluoride

（PVDF）の 2種類が使われる。ニトロセルロースメンブレンはバックグラウン

ドが出にくく、きれいなブロッティングを得られることが多い。しかし PVDF メ

ンブレンと比較してタンパク質の結合能力が弱く、特に分子量の小さいタンパ

ク質や、微量な内在性タンパク質等は検出しにくいことがある。そのため、目的

タンパク質の性質等を考慮して、メンブレンの種類を選ぶ必要がある。 

メンブレンに転写したタンパク質は、抗原抗体反応を用いて、発色法、化学発

光法等で検出する。化学発光法は、各メーカーから超高感度な試薬が開発・市販

されており、発色法よりもはるかに感度が高い。しかし、化学発光法には暗室と

現像装置、あるいは CCD撮影装置等の設備が必要となるため、簡便さという点

では発色法の方が優れている。本研究では、Towbin法[18]に従った。 

 

操作手順 

 SDS-PAGE終了後、Blot bufferで満たされた転写装置（BIO CRAFT）を用い

て PVDF メンブレン＊にタンパク質を転写（100 V、30分） 

＊ PVDF メンブレンは、ゲルの大きさに合わせて適当な大

きさにカットし、メタノールに 1 分以上浸した後、Blot 

bufferに 5分以上浸しておく。 

 一次抗体を 7% skim milk in TBS に添加し、メンブレンを浸して室温で一晩

反応（弱振盪） 

 一次抗体溶液を除去 

 Wash bufferを加えて 5 分洗浄（弱振盪）× 3回 

 Wash bufferを除去 

 二次抗体を 7% skim milk in TBS に添加し、メンブレンを浸して室温で 60分

反応（弱振盪） 

Akita University



13 

 

 二次抗体溶液を除去 

 Wash bufferを加えて 5 分洗浄（弱振盪）× 3回 

 検出操作へ（AP 検出 or HRP 検出） 

 

検出操作 

→ AP検出 

 AP buffer に各 0.33%量の 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate（BCIP） 

solution および nitro blue tetrazolium（NBT）solution を添加 

 暗所でインキュベート（室温） 

 メンブレンを蒸留水で洗浄後、乾燥 

 メンブレンをスキャナで PC に取り込む 

 ImageJ（NIH）で解析 

 

→ HRP検出 

 ECL chemiluminescence detection kit（GE healthcare lifesciences）の検出溶

液 Aと B を 1 : 1で混合してワーキング溶液を作製 

 ワーキング溶液にメンブレンを浸す。 

 暗所で 5分インキュベート（室温） 

 ChemiDoc XRS＋（Bio-Rad）でメンブレンの撮影 

 ImageJ（NIH）で解析 

 

―試薬調整― 

Blot buffer 

 25 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

 192 mM Glycine 

 5% Methanol 

 

Wash buffer 

 1 mM Tris-HCl buffer 

 150 mM NaCl 

 0.1% Tween-20 

AP buffer 

 0.1 M Tris-HCl buffer（pH9.5） 

 0.1 M NaCl 

 5 mM MgCl3 

 

TBS 

 20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.4） 

 150 mM NaCl 

BCIP solution 

 115 mM BCIP 

 N,N-dimethylformamide 

 

 

NBT solution 

 61 mM NBT 

 70% N,N-dimethylformamide
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2-4-3 Recombinant proteins の発現 

宿主にとって毒性のあるタンパク質を発現する際、融合タンパク質として発

現させる手法が多々用いられる。融合タンパク質とは、目的タンパク質の一部に、

人為的にタグを導入することで、2 種類以上の遺伝子が一体となって転写され、

1 つのタンパク質を形成している状態である。ポリペプチドタグである GST、

maltose binding protein（MBP）、thioredoxin（TRX）等は、不溶化しやすいタンパ

ク質を、可溶化タンパク質として発現し易くする働きがある。中でも GST は、

目的とするタンパク質の N 末端に結合させた場合、安定した可溶性タンパク質

を回収できることが多い。また GST は、毒性タンパク質を抱合して排出するこ

とで解毒化を図る酵素であり、毒性タンパク質の無毒化や、積極的に沈殿させて

系外に排出するために利用されることが多い。 

発現した目的タンパク質を抗原として抗体を作製する際には、タグ部分を特

定の proteaseで切断する必要がある。Proteaseの認識配列は、発現ベクターの種

類により異なり、Thrombin、Tobacco Etch Virus（TEV）、Factor Xa、PreSicssion 

protease等の認識配列がある。このうち PreSicssion proteaseは、認識配列が比較

的長いことから、切断精度が高いだけでなく、至適反応温度が 5℃程度と低く、

反応処理時における目的タンパク質の変性を防ぐことができる。 

 

2-4-4 遺伝子クローニングとプラスミド構築 

当初、pET-15bベクターを用いた polymerase chain reaction（PCR）mutagenesis

法により、Factor Xaの認識配列を TEV proteaseで切断可能な配列に置換したが、

ヒト IL-12p35に結合した TEV配列は、TEV proteaseで良好に切断できず、精製

することができなかった。そこで、GST 融合タンパク質として発現するために、

GST を発現する pGEX-5X-3ベクター（Cytiva）を用い（Fig. 8）、このベクターが

持つ Factor Xa認識配列を、human rhinovirus 3C（PreScission） proteaseで切断可

能な配列（PreScission protease認識配列）に置き換えた。PreScission protease 認識

配列は長鎖であることから、2回に分けて PCR を行うことで置換した（Table 4、

Table 5）。 

IL-12p35遺伝子（Table 6）および IFN-γ遺伝子（Table 7）を PCR で増幅し、

In-Fussion システムを用いて、pGEX-5X-3 の PreScission protease 認識配列に挿入

した。 
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Fig. 8 pGEX-5X-3 plasmid 

https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pgex_vectors_(ge_healthcare)&plasmid=pGEX-5X-3&format=png 

 

Table 4 1st PCR 

-Primer-（Greiner Japan） 

Forward : 5’-TCCTTGAAGTCCTTTTTCAAGGTCGTGGGATCC-3’ 

Reverse : 5’-AAAGGACTTCAAGGATCAGATCCGATTTTGGAG-3’ 

denaturation 98 °C、10 sec 

annealing 55 °C、15 sec 

extension 72 °C、30 sec 

 35 cycles 

 

Table 5 2nd PCR 

-Primer-（Greiner Japan） 

Forward : 5’-CAAGGTCCCGGGATCCCCAGGAATTCC-3’ 

Reverse : 5’-GATCCCGGGACCTTGAAAAAGGACTT-3’ 

denaturation 98 °C、10 sec 

annealing 55 °C、5 sec 

extension 72 °C、30 sec 

 35 cycles 
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Table 6 IL-12p35遺伝子 

-Primer-（Greiner Japan） 

Forward : 5’-GGATCCCCAGGAATTCCATGTGGCCCCCTGGGTCA-3’ 

Reverse : 5’-AGTCACGATGCGGCCTTAGGAAGCATTCAGATAGC-3’ 

denaturation 94 °C、30 sec 

annealing 59 °C、30 sec 

extension 72 °C、35 sec 

 35 cycles 

 

Table 7 IFN-γ遺伝子 

-Primer-（Greiner Japan） 

Forward : 5’-GGATCCCCAGGAATTCCATGAAATATACAAGTTATATCT-3’ 

Reverse : 5’-AGTCACGATGCGCCTTACTGGGATGCTCTTCGA-3’ 

denaturation 94 °C、30 sec 

annealing 59 °C、30 sec 

extension 72 °C、20 sec 

 35 cycles 

 

2-4-5 大腸菌による IL-12p35 および IFN-γの発現 

毒性タンパク質の発現に適した大腸菌株である OverExpress C41（DE3）pLysS

（Lucigen）の competent cell に、2-4-4で構築した pGEX-5X-3ベクターを組み込

んだ。1 mg/ml の ampicillin を含む培地で、プラスミドを取り込んだ大腸菌を増

殖させ、isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）を添加して、GST タグ付き

IL-12p35および IFN-γ を発現した。 

 

操作手順 

 LB 培地（DIFCO）をオートクレーブ滅菌（121℃、20分） 

 適宜冷却後、0.1 mg/ml の ampicillin を添加 

 OverExpress C41（DE3）pLysS を接種 

 37℃、16時間、250 rpm で振盪培養（前培養） 

 同培地 1.2 Lに（ampicillin 0.1 mg/ml 含有 LB培地）前培養液を接種 

 37℃、16時間、250 rpm で振盪培養（拡大培養） 

 OD 660測定（0.6 以上） 

 IPTG添加（IL-12p35 : 0.5 mM、IFN-γ : 0.1 mM） 

 37℃、3時間、250 rpm で振盪培養 
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 遠心分離（4℃、13,000 rpm、15分） 

 上清除去 

 沈殿を 10 mM Tris-HCl （pH 7.4）に懸濁 

 冷凍保存（-30℃） 

 

2-4-6 発現タンパク質の精製 

 発現した各タンパク質（IL-12p35、IFN-γ）は、大腸菌を超音波破砕し、カラム

精製した後に SDS-PAGE（2-4-1）で分離した。目的バンドを切り出し、電気泳動

で溶出することで目的タンパク質を得た。 

 

操作手順 

 回収菌体を超音波破砕 

 遠心分離（4℃、13,000 rpm、15分） 

 上清除去 

 不溶性画分を 1 M arginineを含む 10 mM Tris-HCl （pH 7.4）に懸濁 

 遠心分離（4℃、13,0000 rpm、10分） 

 上清を脱塩カラム（Bio-Gel p10 gel, BioRad）に通して arginineを除去 

 PreScission 消化バッファー（終濃度：50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、10 mM 

EDTA、1 mM DTT、pH 7.0）と PreScission proteaseを添加 

 インキュベーション（4℃、16時間） 

 2× Sample buffer を添加 

 ヒートショック（100℃、2分） 

 SDS-PAGEで分離 

 CBB 染色 

 脱色 

 目的タンパク質のバンドを切り出し、Laemmli bufferで透析（4℃、16時間） 

 ゲルをカッターで細かく刻む 

 電気泳動でタンパク質を溶出 

 

2-4-7 抗体の作製 

SDS-PAGE ゲルから溶出した IL-12p35、または IFN-γ を、complete freund’s 

adjuvantと混合して乳化させ、1 ml をウサギに筋肉内注射した。追加免疫は 2 ml

で行い、2 週間ごとに同じ方法で 3 回注射した。3 回目の免疫から 10 日後に、

全採血してポリクローナル抗体を得た。動物実験のプロトコルは、秋田大学医学

部動物研究委員会によって事前に承認されており、当大学の「動物実験ガイドラ

イン」を遵守して行った。 
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作製した IL-12p35および IFN-γのポリクローナル抗体の特異性および力価は、

IL-12p70ヒト組換え体（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）もしくは IL-

12 Recombinant Human Protein（Gibco）、Human IFN-gamma Recombinant Protein

（Gibco）と細胞培養液上清を用いて、Western blot 法（2-4-2）により評価した

[19]。 

 

2-5 結果 

2-5-1 IL-12p35 の発現と精製 

IL-12p35 に対する特異的なポリクローナル抗体を得るために、このタンパク

質を発現するベクターを構築し、大腸菌により発現させて精製した。pET-15bベ

クターと OverExpress C41（DE3）pLysS competent cell を用いた系では、約 35 kDa

のバンドは確認されず、IL-12p35は全く発現しなかったと考えられた（Fig. 9）。

そこで、pGEX-5X-3ベクターを用いて、GST 融合タンパク質として IL-12p35の

発現を試みた。p35 は約 35 kDa、GST は約 26 kDaであるので、約 60 kDa付近に

出現したバンドが GST 融合 IL-12p35であると推測される。その結果、不溶性画

分において目的とするバンドの出現が確認された（Fig. 10）。このバンドを

arginineで可溶化処理後、脱塩カラムで arginineを除去し、GST タグを PreScission 

proteaseで消化した（Fig. 11）。GST タグの外れた IL-12p35のバンドを切り出し

て、電気泳動で精製した（Fig. 12）。 

 

2-5-2 IL-12p35 ポリクローナル抗体作製 

精製した IL-12p35 をウサギに免疫し、IL-12p35 ポリクローナル抗体を得た。

IL-12p70 ヒト組換え体（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を用いて

Western blot した結果、シングルバンドとして検出が可能であった（Fig. 13）。同

タンパク質について、IL-12p40 抗体（NOVEX）を用いた場合に検出される p40

のバンド（Fig. 14）は、p35ポリクローナル抗体では確認されなかったことから、

IL-23や p40ホモダイマーとの交差反応による偽測定を回避できる可能性が示唆

された。また、濃度依存的に検出することが確認され（Fig. 15）、直線性の高い

検量線を得ることができ、決定係数（R2）は 0.9992であった（Fig. 16）。この時

供試した IL-12（Gibco）は、chinese hamster ovary（CHO）細胞由来であることか

ら、糖鎖修飾と思われるバンドパターンが確認されたが、IL-12p35 を特異的に検

出することが可能であると示唆される。夾雑タンパク質が多い細胞培養液上清

についても、交差反応が起こらずに、特異的に IL-12p35 の検出が可能であった

（Fig. 17）。 
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S : supernatant、P : precipitate、M : marker 

Fig. 9 pET-15bベクターを用いた IL-12p35の発現 

 

 

S : supernatant、P : precipitate、M : marker 

Fig. 10 pGEX-5X-3を用いた IL-12p35の発現 
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Fig. 11 GST 融合 IL‐12p35の PreScission protease処理 

 

 

 

 

Fig. 12 PreScission protease 処理後の IL‐12p35 
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Fig. 13 IL-12p35ポリクローナル抗体 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 IL-12p40モノクローナル抗体（NOVEX） 
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Fig. 15 IL‐12p35ポリクローナル抗体を用いた IL-12の濃度別Western blot結果 

 

 

Fig. 16 IL‐12p35ポリクローナル抗体検量線 
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Fig. 17 細胞培養液上清を用いたWestern blot（IL‐12p35） 

 

 

2-5-3 IFN-γ の発現および精製 

IFN-γは約 15 kDa、GST は約 26 kDaであるので、約 40 kDa付近に出現したバ

ンドが GST 融合 IFN-γ であると推測される。Fig. 18 に示すように、GST 融合

IFN-γは主に不溶性画分で発現が確認された。IL-12p35同様に arginine にて可溶

化処理後、脱塩カラムで arginineを除去し、GST タグを PreScission proteaseで消

化した（Fig. 19）。GST タグの外れた IFN-γ のバンドを切り出し、電気泳動で精

製した。 

 

2-5-4 IFN-γ 抗体作製 

精製した IFN-γをウサギに免疫し、IFN-γポリクローナル抗体を得た。ヒト組

換え IFN-γ（Gibco）を用いてWestern blot した結果、シングルバンドとして検出

が可能であった（Fig. 20）。用量依存的にヒト組換え IFN-γ の検出が確認され、

（Fig. 21）直線性の高い検量線を得ることができ、決定係数（R2）は 0.9996であ

った（Fig. 22）。細胞培養液を用いても、夾雑タンパク質との交差反応は見られ

ず、特異的に検出することが可能であった（Fig. 23） 
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S : supernatant、P : precipitate、M : marker 

Fig. 18 pGEX-5X-3を用いた IFN-γの発現 

 

 

Fig. 19 GST融合 IFN-γの PreScission protease処理 
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Fig. 20 IFN-γ ポリクローナル抗体 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 IFN-γ ポリクローナル抗体を用いた IFN-γ濃度別Western blot結果 
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Fig. 22 IFN-γ ポリクローナル抗体検量線 

 

 

Fig. 23 細胞培養液上清を用いたWestern blot（IFN-γ） 
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2-5-5 hBD2ポリクローナル抗体 

抗菌ペプチドである hBD2は、pGEX-5X-3 ベクターを使った GST 融合タンパ

ク質発現法でも発現することができなかった。そこで、合成ペプチド（株式会社

ペプチド研究所）（Table 8）を入手し、ウサギに免疫してポリクローナル抗体を

得た。（2-4-7） 

Table 8 β-Defensin-2 (Human) アミノ酸配列 

β-Defensin-2 (Human) 

(Code: 4338-s) 

Gly-Ile-Gly-Asp-Pro-Val-Thr-Cys-Leu-Lys-Ser-Gly-Ala-Ile-Cys-His-

Pro-Val-Phe-Cys-Pro-Arg-Arg-Tyr-Lys-Gln-Ile-Gly-Thr-Cys-Gly-Leu-

Pro-Gly-Thr-Lys-Cys-Cys-Lys-Lys-Pro 

(Disulfide bonds between Cys8-Cys37, Cys15-Cys30, and Cys20-

Cys38) 

(M.W. 4328.2) C188H305N55O50S6 

引用：株式会社ペプチド研究所 

 

2-6 小括 

IL-12は、p40と p35がジスルフィド結合したヘテロダイマーで、分子量約 70 

kDaのサイトカインである。細胞性免疫の増強効果や、T細胞や NK細胞からの

IFN-γ産生を誘導する作用がある[7]。免疫賦活効果のある機能性食品の開発の際

に指標にされることが多く、immunoassay をするための抗体も多く市販されてい

る。サブユニットである p40 は、感染防御において非常に重要な役割をもつと

考えられている[20][21][22]。この p40は、p19 と結合すると IL-23 と呼ばれるサ

イトカインになる。IL-23は、組織特異的自己免疫の発症に関わるサイトカイン

であるが、p40 をサブユニットとしていることから、IL-12 と似たような感染防

御に関与する一面もある。ただし、生体に感染源が侵入した際には、IL-12のほ

うが IL-23よりも先に産生される[5]。また、自然免疫には関与せず、獲得免疫の

みに関与するといわれている一方、IL-12 は両方の免疫反応に関与する。 

p40は、感染時に p35や p19よりも多く産生される傾向がある。過剰産生され

た p40 はホモダイマーを形成し、IL-12 レセプターの一つである IL-12Rβ1 と結

合することで、生理活性を抑制する可能性が示唆されている[6]。 

これまでの IL-12測定法は、p40をターゲットとして評価されてきた。しかし、

IL-23 や、p40 ホモダイマーの同時検出も懸念されることから、免疫賦活活性の

評価として IL-12を測定する際は、p35の測定が重要と考えた。ところが、市販

されている IL-12抗体の多くは p40抗体であるため、本研究では p35抗体の作製

を試みた。そこで、pET-15bベクターと OverExpress C41（DE3）pLysS competent 

cell を用いて、IL-12p35 の発現を試みたが、大腸菌の増殖にとって有害である IL-

12p35は、この系では発現しなかった。そこで、毒性タンパク質の解毒化作用を
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有する GST を目的タンパク質にタグ付けすることができる pGEX-5X-3 ベクタ

ー（Cytiva）を用いて、IL-12p35の GST 融合タンパク質の発現を試みた。その結

果、不溶性画分で発現が確認され（Fig. 10）、結合配列（PreScission protease認識

配列）を PreScission protease処理により切断することで、IL-12p35 を精製するこ

とに成功した（Fig. 11、Fig. 12）。精製した組み換えタンパク質をウサギに繰り

返し免疫し、特異的なポリクローナル抗体を得ることができた。 IL-12p70

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を用いて、このポリクローナル抗

体を評価したところ、市販の IL-12p40抗体（NOVEX）で確認された約 40 kDaの

バンドは出現せず、p35 と思われる約 35 kDa のバンドが確認された（Fig. 13、

Fig. 14）。CHO 細胞由来であるヒト IL-12（Gibco）を適宜希釈して Western blot

した結果、直線性の高い検量線を得ることができた（Fig. 16）。この時は約 40 kDa

付近のバンドが確認されたが、Fig. 13 で p40 との交差反応が見られなかったこ

とから、糖鎖修飾を受けているタンパク質であると推測される。細胞培養液上清

を用いた時も、夾雑タンパク質との交差反応が見られなかったことから（Fig. 17）、

特異性の高いポリクローナル抗体を得ることができたと考えられる。 

IFN-γは、肝炎や癌治療等の製剤としての利用や、肝炎の病態把握への応用が

報告されている[23]。Receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand（RANKL）

と呼ばれるサイトカインは、マクロファージ前駆体細胞を破骨細胞へと分化さ

せる働きがあるが、IFN-γ はこの RANKL シグナル分子である TNF receptor-

associated factor 6 を阻害することから、骨代謝との関連も報告されている[24]。

このように、IFN-γ は免疫賦活活性の指標としてだけではなく、様々な利用が期

待されている。 

そこで、IFN-γ についても同様に pGEX-5X-3 ベクターを構築して、GST 融合

タンパク質として発現することに成功し（Fig. 18）、精製した IFN-γ をウサギに

繰り返し免疫することで、IFN-γ ポリクローナル抗体も得ることができた（Fig. 

20）。ヒト IFN-γ（Gibco）を適宜希釈して Western blot した結果、直線性の高い

検量線を得ることができた（Fig. 22）。細胞培養液上清についても交差反応が見

られず、IL-12p35 同様に特異性の高いポリクローナル抗体であった（Fig. 23）。 

このタンパク質発現法は、当研究室においてヒト全長 Arylhydrocarbon receprot

（AhR）のような、発現の悪いタンパク質の発現・精製に成功した報告から応用

されたものであり[25]、他の難発現タンパク質の発現にも非常に有効な手法とな

ることが期待される。 

hBD2についても同様に、GST 融合タンパク質としての発現を試みたが、発現

させることができなかった。この原因としては、hBD2が大腸菌を含むグラム陰

性菌に対して強い抗菌作用を示すことや、分子量が小さいために、精製できるほ

どの発現量を得られなかった可能性が示唆される。  
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第 3章 免疫賦活能を有する発酵食品及び微生物の探索 

3-1 研究目的 

食品には、3つの大きな機能性があると言われている。生命を維持するのに必

要不可欠な栄養素（糖質、脂質、タンパク質等）を補給する一次機能[26]。食品

成分あるいは食品自体がヒトの五感を刺激し、嗜好性を高める二次機能[27]。食

品成分（食物繊維、ポリフェノール等）の持つ生体調節機能（三次機能）[28]で

ある。中でも、三次機能が働くように設計、加工された食品を機能性食品と呼び、

作用の違いから、プロバイオティクス、プレバイオティクス、バイオジェニック

スの 3つに分類されている（Table 9）[29]。バイオジェニックスは生体に直接作

用し、免疫賦活作用、抗変異原作用、抗酸化作用、ストレス抑制、高血圧・高コ

レステロール症の予防といった、様々な生理活性作用を示す。機能性のメカニズ

ムは、免疫系を刺激することでサイトカインが分泌され、神経系、内分泌系に働

くことで、効果が発揮されると考えられている（Fig. 24）[30]。 

機能性食品はその効果の多様性から、健康維持や健康寿命の延伸に非常に大

きな貢献が期待されており、様々な研究開発の結果、多くの商品が市場に出回っ

ている。中でも乳酸菌は顕著な例で、20 種類を超える乳酸菌の菌株が、機能性

表示食品として届け出されている。乳酸菌は非常に多くの発酵食品に用いられ

る微生物であり、味噌、醤油、酒、漬物といった日本古来のものから、チーズ、

ヨーグルトへの利用等、世界中で馴染みの深い微生物である。しかし、発酵には

他にも数多くの微生物が関与しているが、乳酸菌以外の微生物による免疫賦活

活性については、まだ研究が少ないのが現状である。一方、これらの発酵食品が

持つ多くの機能性について評価している報告もある[31][32]。永尾らは、味噌の

原料である大豆のイソフラボン類が、IL-12 の産生を促進すると報告しており

[33]、発酵食品が免疫賦活能を有する結果となっている。つまり、発酵食品は微

生物や食品成分によるバイオジェニックス効果が期待される、非常に身近な食

品であると考えられる。 

そこで本章では、乳酸菌と同等もしくはそれ以上の IL-12産生誘導に加え、高

い IFN-γおよび hBD2 産生誘導能を有する微生物、もしくは発酵食品の探索を目

的とし、発酵食品に用いられる糸状菌に着目した。糸状菌は麹菌である

Aspergillus 属や、海外で多く利用される Rhizopus 属、Penicillium 属等が代表的で

ある。R. oligosporus は、味噌と同じ大豆発酵食品である、インドネシア発祥の

Tempeh（テンペ）の製造に用いられており、非常に多くの機能性が報告されて

いる。 
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Table 9 機能性食品の分類 

プロバイオティクス 
腸内フローラのバランス

改善に有効な生菌 

乳酸菌 

酪酸菌 

Bacillus属 

酵母 etc. 

プレバイオティクス 

腸内フローラのバランス

改善により、生体機能を調

節する食品成分 

難消化性デンプン 

食物繊維 

ビフィズス菌増殖刺激物質（BGS） 

オリゴ糖 etc. 

バイオジェニックス 

腸内フローラを介さず、直

接生体の調節機能に作用

する成分 

死菌体 

DHA 

フラボノイド 

casein phosphopeptide（CPP） etc. 

参考：第 1 回バイオジェニックスセミナー講演録（2009 年） 

 

 

 

 

Fig. 24 生体ホメオスタシスと機能性食品 

出展：第 1 回バイオジェニックスセミナー講演録（2009 年） 
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3-2 Rhizopus 属 

Rhizopus 属は、真菌に分類される接合菌綱クモノスカビ科に属するカビであ

り、生育スピードが非常に早く、匍匐枝、仮根、胞子嚢柄が形成される（Fig. 25）。

真菌は、細胞壁成分としてキチンを含有しているが、Rhizopus 属を含む接合菌は

キトサンを多く含有しているという特徴がある[34]。キトサンは、コレステロー

ル低下作用が数多く報告されており[35][36][37]、コレステロールの体内への吸

収をし難くする食品として、特定保健用食品の関与成分として認定されている。

キチンの脱アセチル化処理で製造されるキトサンだが、Rhizopus 属は希少な天

然のキトサンを、細胞壁に多く含有している。キトサンは、マウスマクロファー

ジ表層の TLR 2 に結合することで、自然免疫および獲得免疫応答において中心

的な働きをする、細胞質アダプタータンパク質であるMyD88が活性化するとい

う報告もされていることから[38]、免疫賦活活性を有する、バイオジェニックス

としての有用性が期待される。 

Rhizopus 属の中にはムコール症やイネ苗枯れ病といった病原性を示す株も多

く存在しており、R. microsporus は、共生細菌である Burkholderia rhizoxinica によ

る二次代謝物として、植物毒素であるリゾキシンやリゾニンの産生が確認され

ている[39]。R. oligosporus（Fig. 26）は R. microsporus グループに属しているが、

家畜化された変種であると考えられており、上記の毒素産生はしないとされて

いる。セルラーゼ、キシラナーゼ、アミラーゼ、プロテアーゼ、ペクチナーゼ、

リパーゼなどの加水分解酵素を生産することが知られており[40]、大豆に接種を

してテンペを製造することで、大豆たんぱく質の分解による遊離アミノ酸の増

加をもたらす。その他にも、抗真菌目的での使用がされており、R. oligosporus の

chitinase Ⅰ 遺伝子をタバコ葉に導入することで抗真菌活性が増加した報告例も

ある[41]。 
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Fig. 25 Rhizopus属 

「食品菌類ハンドブック」医歯薬出版株式会社、p.18 図 6より転載 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a～d R. oligosporus 

a : 胞子嚢柄 

b : 胞子嚢および柱軸 

c : 胞子嚢胞子 

d : 厚膜胞子 

e～h R. oryzae 

e : 胞子嚢柄 

f : 胞子嚢および柱軸 

g : 胞子嚢胞子 

h : 厚膜胞子 
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Fig. 26 R. oligosporus電子顕微鏡写真 

出展：株式会社秋田今野商店 

 

 

3-3 Tempeh 

Tempehは、R. oligosporus を利用したインドネシアの伝統的な大豆発酵食品で

ある。日本においては、納豆業界を中心に事業が拡げられており、岡山県、広島

県等で広く普及している。大豆を原料とすることから、食品として非常に多くの

三次機能が知られており（Table 10）、肉の代替品として、世界中のベジタリアン

やヘルシー志向の人に食されている。昨今の日本でも、ナチュラルフードとして

注目されつつある。 

大豆発酵食品であることから、味噌同様に免疫賦活活性があるものと考えら

れるが、研究報告はされていない。また高い栄養価を有しており、食による健康

維持・増進に注目が集まっている昨今と、ヒトの免疫力低下が懸念される現在お

よび未来において、非常に有用な食品の一つになり得ると考えられる。 
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Table 10 Tempeh の三次機能性 

 

 

3-4 供試サンプル調製 

 供試サンプルは下記の通り殺菌粉末を調製し、phosphate buffered saline（PBS）

に懸濁して用いた。 

 

3-4-1 納豆 

 市販の納豆（株式会社ヤマダフーズ）をオートクレーブ滅菌（121℃、20分） 

 100℃、48時間乾燥 

 ミルで粉砕 

 

3-4-2 Tempeh 

 大豆の洗浄 

 0.1% 乳酸水溶液に一晩浸漬 

 水切り 

 脱皮（種皮を取り除く） 

 60分蒸煮 

 適宜冷却 

 R. oligosporus（株式会社秋田今野商店）を接種 

 有孔ポリ袋（φ5～6）に入れる 

 28～30℃で 22～24時間培養 

 オートクレーブ滅菌（121℃、20分） 

 100℃、48時間乾燥 

 ミルで粉砕 

 

 

機能性成分 期待される効果 

イソフラボン 骨粗鬆症の予防、抗酸化作用、活性酸素の除去（SOD 様作用） etc. 

不飽和脂肪酸 生活習慣病（動脈硬化性疾患）予防 etc. 

食物繊維 
生活習慣病の予防[42][43]、血清コレステロール低下作用、 

整腸作用 etc. 

植物性ステロール 血清コレステロール低下作用 etc. 

γ-アミノ酪酸 血流改善[44] etc. 

その他 
抗変異原性[45]、納豆キナーゼ様作用[46]、抗溶血作用[47]、 

抗菌作用[48] etc. 
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3-4-3 R. oligosporusおよび A. oryzae 

 オートクレーブ滅菌（121℃、20分）した Potato Dextrose液体培地に 

R. oligosporus および A. oryzae（共に株式会社秋田今野商店）を一白金耳接種 

 28℃、72時間振とう培養（100 rpm） 

 ブフナー漏斗を用い、吸引ろ過で菌糸体を回収 

 蒸留水で数回洗浄 

 オートクレーブ滅菌（121℃、20分） 

 凍結乾燥 

 ミルで粉砕 

 

3-4-4 大豆 

 大豆の洗浄 

 0.1% 乳酸水溶液に一晩浸漬 

 水切り 

 脱皮（種皮を取り除く） 

 60分蒸煮 

 オートクレーブ滅菌（121℃、20分） 

 100℃、48時間乾燥 

 ミルで粉砕 

 

―試薬調整― 

PBS 

 140mM NaCl 

 2.7mM KCl 

 4.3mM Na2HPO4･12H2O 

 1.4mM KH2PO4 

 

 

Potato Dextrose液体培地 

 ジャガイモを洗浄して皮を剥く 

 角切りにする 

 5倍量の水を入れて煮沸（40分） 

 沪液を回収 

 欠損分を加水 

 沪液の 2％量の glucoseを溶解 
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3-5 供試細胞 

3-5-1 Caco-2細胞 

腸管上皮様に分化する細胞として、Caco-2細胞、HT-29細胞、T84 細胞等が知

られている。中でも Caco-2 細胞はヒト結腸癌由来の細胞株であり、多孔性メン

ブレン上で極性培養を行い分化させると、tight junction（TJ）や微繊毛の形成、

トランスポーターの発現等、非常に多くの腸管上皮様の特徴を有すると考えら

れており[49][50][51]、様々な微生物や成分の刺激に対する、サイトカイン類の産

生応答試験等に多く用いられている[52][53][54][55]。 

本研究では、孔径 0.4 µm の多孔性メンブレンを有するセルカルチャーインサ

ート（Falcon）上に Caco-2 細胞を播種し、酪酸ナトリウムを添加することで腸

管上皮様に分化誘導をした（Fig. 27、Fig. 28）。こうすることで、供試サンプルを

摂取した際に、腸管上皮細胞の TLRや CLR に認識されて、IFN-γの産生促進や、

T 細胞、NK 細胞の活性化を誘導する IL-12 の産生が誘導される経路が想定され

る。 

 

 

 

Fig. 27 Caco-2細胞（分化前） 
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Fig. 28 Caco-2細胞（分化後） 

 

3-5-1-1 Caco-2細胞の培養 

Caco-2細胞は、札幌医科大学医学部横田伸一教授より分譲を受けた。5% Fetal 

Bovine Serum（FBS）（Biological Industries）および 0.2% Penicillin-Streptomycin（PS）

（Gibco）を添加した、Dulbecco's modified Eagle medium（DMEM）（SIGMA）を

用いて、5% CO2、飽和湿度の気相インキュベーターにて、37℃の条件下で培養

した。Caco-2細胞は細胞密度が高くなると分化を開始するため[56]、80%程度の

コンフルエント状態を上限として、トリプシン処理で細胞を剥離し、適宜継代培

養を行った。 

 

3-5-1-2 Caco-2細胞の分化誘導 

トリプシン処理で剥離した Caco-2 細胞を、2,000 rpm、3 分の遠心分離で回収

し、DMEM培地（5% FBS ＋ 0.2% PS）に懸濁した。24 well 細胞培養用マルチ

ウェルプレート（Falcon）にセットしたセルカルチャーインサート（Falcon, 0.4 

µm）に、1.5 × 105 cells 播種して 72時間培養した。培地量はマルチウェルプレー

ト：1 ml、セルカルチャーインサート：0.3 ml で行った。72時間後に 5 mM 酪酸

ナトリウムを含む同培地に交換して、96 時間の分化誘導を行った。培地交換は

48時間毎に行った。 
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3-5-2 THP-1細胞 

THP-1 細胞は、ヒト急性単球性白血病細胞株である。通常の培養条件では、浮

遊細胞（Fig. 29）として単球様の性質を示す。Cholecalciferol（Vitamin D3）およ

び phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）で刺激することにより接着細胞（Fig. 30）

となり、マクロファージ様へと分化・成熟して貪食能を有する[57]。本研究では、

Caco-2細胞と共培養することで、供試サンプルが Caco-2細胞を刺激して分泌さ

れた IL-12 により、マクロファージ様化した THP-1 細胞が活性化することで、

IFN-γの産生促進および貪食能の増加を想定して実験に用いた。 

 

3-5-2-1 THP-1細胞の培養 

THP-1 細胞は、理研 cell バンクより購入した（RCB 1189）。10% FBS（Biological 

Industries）および 0.2% PS（Gibco）を添加した Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640培地（nacalai tesque）を用いて、5% CO2、飽和湿度の気相インキュ

ベーターにて、37℃の条件下で培養した。THP-1細胞は、3.0 ～ 8.0 × 105 cells/ml

（最大 1 × 106 cells/ml）を維持するように留意し、適宜継代培養を行った。 

 

 

 

Fig. 29 THP-1細胞（分化前） 
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Fig. 30 THP-1細胞（分化後） 

 

 

3-5-2-2 THP-1細胞の分化誘導 

2,000 rpm、3分の遠心分離で THP-1細胞を回収し、RPMI 1640 培地（10% FBS

＋ 0.2% PS）に懸濁して、2.0 × 105 cells/mlに調整した。24 well 細胞培養用マ

ルチウェルプレート（Falcon）の各 well に 1 ml 播種し、分化誘導剤として、

100 ng/ml Vitamin D₃と 10 nM PMA を含む培地で 72時間培養した。 

 

3-6 腸管免疫モデル 

多孔性メンブレンを有するセルカルチャーインサートを使い、腸管上皮様細

胞とマクロファージ様細胞を共培養することで、実際の腸管を模した in vitro の

腸管免疫モデル（Fig. 31）を構築することが可能である[58]。このモデルを応用

し、apical 側用には腸管上皮様に分化した Caco-2細胞（3-5-1-2）、basal 側用には

マクロファージ様に分化した THP-1細胞（3-5-2-2）を準備した。各細胞を FBS、

PS 無添加の RPMI 1640培地で 2回洗浄し、同培地を apical 側には 0.3 ml、basal

側には 1 ml 添加した。分化誘導した Caco-2 細胞培養済みセルカルチャーインサ

ートを、マクロファージ様に分化誘導した THP-1 細胞培養済みマルチウェルプ

レートにセットして、腸管免疫モデルとした。刺激を与える供試サンプルを

apical 側に添加し（終濃度 0.5 mg/ml）、5% CO2、飽和湿度の気相インキュベータ
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ーにて、37℃の条件下で刺激を与えた。培養後に basal 側の培地を回収し、12,000 

rpm、20分の遠心分離後に上清を回収することで夾雑物を除去した。上清と同量

の 2× Sample buffer を添加して 100 ℃、2 分加熱処理し、培地中の IL-12および

IFN-γ、hBD2の測定に用いた。 

当腸管免疫モデルは、Caco-2 細胞を介したサイトカインの産生を評価する共

培養系であり、サンプルが Caco-2 細胞間から basal 側にリークすると正しい評

価をすることができない。これを防ぐために、セルカルチャーインサート上の

Caco-2細胞は、コンフルエントの状態で十分に分化させ、強固な細胞間の TJ を

形成させる必要がある。TJ は上皮細胞間からの病原菌、毒素等の侵入を防ぐバ

リア機能を有する。TJ のバリア性は Millicell ERS-2 抵抗値測定システム

（Millipore）を用いて、apical 側と basal 側に挿入した電極間に、微弱な電場を与

えた際の経上皮電気抵抗（TEER）によって測定することができる。TEER 値は、

細胞の培養条件や継代数によって大きく変化するが、Caco-2 細胞の場合、150 

Ω/cm2～800 Ω/cm2程度のものが使われている。本研究では、400 Ω/cm2以上の細

胞を用いた。 

 

 

Fig. 31 in vitro腸管免疫モデル 

 

3-7 実験方法 

IL-12および IFN-γは、SDS-PAGE（2-4-1）による分離後、Western blot 法（2-

4-2）で検出し、内在性コントロールとして β-actin を測定することで産生量を補

正した。hBD2 は Dot blot 法で測定し、CBB 染色による総タンパク質量から、

hBD2産生量を補正した。各抗体濃度は、Table 11および Table 12 に示した。 
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Table 11 一次抗体濃度 

抗体 動物種 メーカー 希釈 

IL-12p35（ポリクローナル） rabbit 伊藤研 1 / 10,000 

IFN-γ（ポリクローナル） rabbit 伊藤研 1 / 500 

hBD2（ポリクローナル） rabbit 伊藤研 1 / 100 

β-actin（モノクローナル） mouse SIGMA 1 / 10,000 

 

Table 12 二次抗体濃度 

抗体 メーカー 希釈 

anti-rabbit AP IgG Biorad 1 / 10,000 

anti-rabbit HRP IgG Biorad 1 / 15,000 

anti-mouse AP IgG SIGMA 1 / 10,000 

 

 

3-7-1 SDS-PAGE 

2-4-1参照 

 

3-7-2 Western blot 法 

2-4-2参照 

 

3-7-3 内在性コントロール（β-actin）の測定 

β-actin は、細胞の骨格を形成し、ほとんどの実験条件下で安定して高発現す

る、分子量約 42 kDaのタンパク質である。タンパク質量を比較定量する場合に

は、SDS-PAGE におけるローディングや、Western blot における転写ミス等を正

常化するために、内部標準となるデータが不可欠となる。本研究では、BCA 

Protein Assay（Thermo Fisher）を用いてタンパク質量を定量し、一定タンパク質

量中の β-actin を測定して、内在性コントロールとした。 

 

操作手順 

 細胞を PBS で洗浄 

 PBS を添加して、セルスクレーパーで細胞を回収 

 遠心分離（2,000 rpm、4℃、5分） 

 上清を除去 

 沈殿を 40 µl の Lysis buffer に懸濁 

 氷上に 10分静置 

 遠心分離（12,000 rpm、4℃、10分） 
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 上清を回収（β-actin 測定サンプル） 

 上清 2.5 µl を Lysis buffer 22.5 µl に懸濁し（10倍希釈）、BCA 溶液 

（A液 200 µl：B 液 4 µl）を 200 µl 添加 

 インキュベート 1（37℃、30分） 

 インキュベート 2（室温、10分） 

 96 well マイクロプレートに 200 µl 分注 

 OD562測定 

 タンパク質量が 200 µg/ml となるように β-actin 測定サンプルを Lysis buffer

で希釈 

 同量の 2× Sample bufferを添加して 100℃、2 分のヒートショック処理 

（終濃度：100 µg/ml） 

 SDS-PAGE（2-4-1）で分離 

 Western blot（2-4-2）で転写 

 検出後、ImageJ（NIH）で解析 

 

―試薬調整― 

Lysis buffer  

 50 mM HEPES-KOH（pH 7.4） 

 1% NP-40 

 100 mM NaCl 

 5% Glycerol 

 5 mM EDTA 

 

3-7-4 Dot blot法 

 ニトロセルロースメンブレンや PVDF メンブレン上に直接固定したタンパク

質を、酵素標識抗体等で特異的に定量する方法である。DNA や RNA の定量に

用いられることもある。固定化したタンパク質に、特異な一次抗体を反応させ、

AP や HRP 等の酵素標識二次抗体を反応させた後、標識酵素に応じた発色基質

を添加して、間接的に特定のタンパク質を検出することができる。Westan blot 法

との違いは、SDS-PAGE による分離やメンブレンへの転写操作を必要としない

ため、非常に簡便な定量方法である。ただし、Western blot 法に比べてシグナル

が高く出る点や、特異性の低い抗体を使用した場合に、非特異反応の区別ができ

ない点に注意が必要である。細胞培養液上清を測定する場合は、同様にメンブレ

ン上に固定後、CBB 染色液で総タンパク質を染色・測定することで、目的タン

パク質量を補正する必要がある。 
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操作手順 

 PVDF 膜をメタノールに 1分以上浸漬して親水化 

 Blot bufferに 5 分以上浸漬 

 ドットブロッター（ADVANTEC）で培地上清をメンブレン上に吸引固定 

 一次抗体を 7% skim milk in TBS に添加し、メンブレンを浸して室温で一晩

反応（弱振盪） 

 一次抗体溶液を除去 

 Wash bufferを加えて 5 分洗浄（弱振盪）× 3回 

 Wash bufferを除去 

 二次抗体を 7% skim milk in TBS に添加し、メンブレンを浸して室温で 60分

反応（弱振盪） 

 二次抗体溶液を除去 

 Wash bufferを加えて 5 分洗浄（弱振盪）× 3回

 AP 検出（2-4-2） 

 メンブレンをスキャナで PC に取り込む 

 ImageJ（NIH）で解析 

 

3-7-5 Caco-2細胞刺激時間別 IL-12産生誘導の検討 

 腸管免疫モデル（Fig. 31）を用い、Tempeh、R. oligosporus および大豆を Caco-

2細胞側に 0.5 mg/mlとなるように添加した。5% CO2、飽和湿度の気相インキュ

ベーターにて、37℃の条件下で 24 時間、48 時間、72 時間、96 時間刺激を与え

た。培養後に basal 側の培地を回収し、12,000 rpm、20分の遠心分離で上清を回

収して夾雑物を除去した。上清に同量の 2× Sample bufferを添加して 100℃、2分

加熱処理し、SDS-PAGE（2-4-1）で分離後に、培地中の IL-12 を Western blot 法

（2-4-2）で測定した。 

 

3-7-6 IL-12、IFN-γ および hBD2産生誘導能の測定 

 腸管免疫モデル（Fig. 31）を用い、Caco-2 細胞側に供試サンプルを 0.5 mg/ml

となるように添加した。5% CO2、飽和湿度の気相インキュベーターにて、37℃

の条件下で 24時間刺激を与えた。培養後に basal側の培地を回収し、12,000 rpm、

20 分の遠心分離で上清を回収して夾雑物を除去した。上清に同量の 2× Sample 

bufferを添加して 100℃、2分加熱処理し、SDS-PAGE（2-4-1）で分離後に、培地

中の IL-12 および IFN-γ を Western blot 法（2-4-2）、hBD2 を Dot blot 法（3-7-4）

で測定した。供試サンプルは、R. oligosporus、Tempeh、A. oryzae、大豆、納豆を

用いた。PBS を添加した無刺激区をコントロールとした。 

 hBD2は、腸管免疫モデルとは別に、分化誘導した THP-1細胞に直接サンプル
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を添加し、24時間刺激を与えた培地上清も同様に測定した。hBD2 は、PBS に対

する相対活性で評価を行った。 

 

3-7-7 乳酸菌との比較試験 

腸管免疫モデル（Fig. 31）を用い、Caco-2細胞側にサンプルを添加した。5% 

CO2、飽和湿度の気相インキュベーターにて、37℃の条件下で 24 時間刺激を与

えた。培養後に basal 側の培地を回収し、12,000 rpm、20分の遠心分離で上清を

回収して夾雑物を除去した。上清に同量の 2× Sample bufferを添加して 100℃、

2分加熱処理し、SDS-PAGE（2-4-1）で分離後に、培地中の IL-12 をWestern blot

法（2-4-2）で測定した。供試サンプルには、R. oligosporus、Tempeh、大豆、乳酸

菌（Lactobacillus plantarum、株式会社秋田今野商店）、EC12（Enterococcus faecalis、

株式会社コンビ）を用いた。無刺激区として、PBS を添加した試験区をコントロ

ールとした。 

 

3-8 実験結果 

3-8-1 Caco-2細胞刺激時間別 IL-12産生誘導の検討 

乳酸菌は、24 時間の刺激による IL-12 産生誘導能が高く、当研究室の過去の

データでも、同様の傾向が見られている（溝浦）。しかし、Tempeh および R. 

oligosporus の場合は、応答メカニズムが異なると予想される。そこで、最適な刺

激時間を検討した結果、Tempehは 24時間～48時間、R. oligosporusは 48時間で

最も産生量が多い結果となった（Fig. 32、Fig. 33）。ともに 72時間では急激に減

る傾向にあった。 

 

3-8-2 IL-12、IFN-γ および hBD2産生誘導能の探索 

3-8-2-1 IL-12産生誘導能 

R. oligosporus、Tempeh、A. oryzae、大豆、納豆の、IL-12産生誘導能を検討し

た結果を、Fig. 34、Fig. 35 に示した。無刺激である PBS 試験区に比べて、R. 

oligosporus は約 1.5 倍、Tempeh は約 2.1 倍となる IL-12 産生誘導が確認された。

R. oligosporus と同じ糸状菌体サンプルである A. oryzae、Tempeh の原料である大

豆や、同じ大豆発酵食品である納豆は、PBSよりも低い結果となった。 

 

3-8-2-2 IFN-γ 産生誘導能 

供試したサンプルは、いずれも PBS よりも高い IFN-γ 産生誘導が確認された

（Fig. 36、Fig. 37）。中でも高い傾向にあったのは、R. oligosporus と Tempehで、

PBS の 2.3～2.5倍に値する IFN-γの産生を誘導した。 

 

Akita University



45 

 

3-8-2-3 hBD2産生誘導能 

腸管免疫モデルにおける結果では、R. oligosporus は PBS の約 3.3 倍の誘導能

を示し、最も高かった。納豆と大豆も比較的高い傾向にあった。Tempeh、A. oryzae

は PBS よりも若干高い誘導能を示したが、供試サンプルの中では低い傾向にあ

った（Fig. 38、Fig. 39）。 

 THP-1 細胞に直接刺激を与えた結果でも、R. oligosporus は顕著に高い結果を

示した。腸管免疫モデルの時に低い値だった A. oryzae は、THP-1 細胞に直接刺

激を与えることで、hBD2の誘導能が上がる結果となった（Fig. 40、Fig. 41） 

 

3-8-3 乳酸菌との比較試験 

IL-12 の産生誘導が高かった R. oligosporus および Tempeh と、乳酸菌（L. 

plantarum）、EC12（Ent. faecalis）の比較試験結果を、Fig. 42、Fig. 43に示した。

R. oligosporus の IL-12産生誘導能は、乳酸菌および EC12 とほぼ同等、もしくは

若干低い結果となったが、Tempehは約 1.5 倍高い結果であった。 
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Fig. 32 Caco-2細胞刺激時間別 IL-12産生誘導能（Western blot） 

 

 

Fig. 33 Caco-2細胞刺激時間別 IL-12産生誘導能 
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Fig. 34 IL-12産生誘導能 (Western blot) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 35 IL-12産生誘導能 
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Fig. 36 IFN-γ 産生誘導能（Western blot） 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37 IFN-γ 産生誘導能 
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Fig. 38 腸管免疫モデルにおける hBD2産生誘導能（Dot blot） 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39 腸管免疫モデルにおける hBD2産生誘導能 
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Fig. 40 THP-1細胞への刺激における hBD2産生誘導能（Dot blot） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 41 THP-1細胞への刺激における hBD2産生誘導能 
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Fig. 42 R. oligosporusおよび Tempeh と乳酸菌の IL-12産生誘導産生誘導能比較 

（Western blot） 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43 R. oligosporusおよび Tempeh と乳酸菌の IL-12産生誘導産生誘導能比較 
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3-9 小括 

 味噌や納豆、ヨーグルト等の発酵食品は、健康食品と考えられている。ヨーグ

ルトを作る乳酸菌や大豆を原料とした味噌は、サイトカインである IL-12の産生

を誘導することが知られている[33][59]。そこで本章では、大豆を原料とした発

酵食品である Tempeh、およびその製造菌である R. oligosporus の、IL-12、IFN-γ、

hBD2産生誘導能を検討した。 

これまで、乳酸菌の IL-12 産生誘導は数多く報告されており、その多くは 24

時間の刺激で評価されている。当研究室の過去の結果（溝浦）でも同様の傾向が

見られたが、本章で供試したサンプルは、リガンドとなる成分が乳酸菌と異なる

と考えられる。つまり、作用する受容体も異なる可能性があることから、IL-12

を産生する最適な条件検討が必要であると思われ、Caco-2 細胞への刺激時間別

による、IL-12産生誘導能の違いを検討した。その結果、Tempeh は 24時間～48

時間、R. oligosporus は 48時間で最も産生量が多い結果となった（Fig. 33）。とも

に 72時間以降は急激に減る傾向にあった。乳酸菌も 24時間の刺激で高い IL-12

産生誘導を示したことが、当研究室の溝浦の結果でも報告されており、ほぼ同様

の刺激応答時間であると示唆された。Tempehの原料大豆も同様の傾向が見られ

たものの、いずれの刺激時間でも Tempeh、R. oligosporus よりも低い結果を示し

た。このことは、Tempeh の結果が大豆成分による産生誘導に起因せず、発酵に

より変化もしくは増加した他の成分によるものであったと示唆される。 

次に、Tempehと同じ大豆発酵食品である納豆と、R. oligosporus と同じく発酵

食品に関わりの深い麹菌である A. oryzaeを用いて、IL-12、IFN-γ、hBD2産生誘

導能の検討を行った。Tempehおよび R. oligosporus は、それぞれコントロールと

なる納豆、A. oryzaeに比べて高い IL-12産生誘導能が確認され、Tempehは 1080 

ng/ml、R. oligosporusは773 ng/mlの IL-12を産生誘導した結果となった（Fig. 35）。

大豆は、イソフラボンによる IL-12産生誘導が報告されているが[23]、本実験結

果における大豆の誘導能は、PBS よりも低くほぼ見られなかった。イソフラボン

含有量は大豆の品種で大きな差があることが要因の一つと考えられる。納豆は、

腸内細菌叢のバランスを改善する、プロバイオティクスとしての活用が多く知

られているが、免疫賦活というバイオジェニックス効果の面から見てみると、

Tempeh は約 2.6 倍の IL-12 産生誘導能を示した。同じ大豆発酵食品間でこの差

が出たことの要因としては、発酵代謝物や菌種の違いが考えられる。糸状菌の菌

体サンプルである R. oligosporus と A. oryzae を比較すると、R. oligosporus が約

2.3 倍の IL-12 産生誘導能を示した。このことは、菌体構成成分の違いに起因す

るものと考えられ、特に R. oligosporus 特有の成分であるキトサンが関与してい

るものと示唆された。 

IFN-γ 産生誘導能は、すべてのサンプルにおいて PBS よりも高い結果となっ
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た（Fig. 37）。ここでも特に R. oligosporus（753 ng/ml）と Tempeh（682 ng/ml）が

高かったことに注目したい。特に Tempehは、原料の大豆（478 ng/ml）に比べて

も約 1.4 倍量の IFN-γ を産生誘導している。同じように比較すると、納豆（415 

ng/ml）は大豆に比べて微減であった。同じ大豆を原料とした発酵食品でも、納

豆と Tempehでは大きな差が生まれる結果となり、この結果は発酵する微生物の

違いによるものと推測される。テンペ製造菌の R. oligosporus も、高い産生誘導

能を示したことから、R. oligosporus の菌体成分が IFN-γ の産生誘導を引き起こ

している可能性が示唆される。 

Tempehに含まれる R. oligosporus の菌体数は、重量比で約 0.1% 程度という報

告があり[60]、これを踏まえて、大豆と Tempeh の IL-12 と IFN-γ 産生誘導差を

比較してみると、大豆に R. oligosporus が増殖して Tempeh化されることで、IL-

12 や IFN-γ 産生誘導能を有する発酵代謝物が産生され、さらに増殖した R. 

oligosporus の菌体による誘導が起こり、Tempehの免疫賦活活性が増加すると考

えられる。 

腸管上皮様細胞を介した hBD2 産生誘導能も、R. oligosporus が最も高い結果

となり、PBS の約 3.3倍であった（Fig. 39）。Tempehは逆に原料大豆よりも低い

結果となっている。納豆と原料大豆も結果に差は出ていないことから、hBD2産

生誘導と大豆成分や発酵はあまり深く関りが無いように考えられ、R. oligosporus

菌体成分が影響を及ぼした結果が示唆された。しかし、同じ糸状菌サンプルであ

る A. oryzae が低い産生誘導であったことから、共通の成分では無く、R. 

oligosporus 特有の菌体成分による誘導が起きていると示唆された。マクロファ

ージ様に分化誘導した THP-1 細胞に、直接（Caco-2 細胞を介さずに）サンプル

を添加して刺激を与えたところ、腸管免疫モデルと同様に、R. oligosporus が特

に高い産生誘導を示す結果となったが、A. oryzae による産生誘導が上がった点

が、異なる結果となった（Fig. 41）。hBD2 は、TLR 2および CLRである Dectin-

1レセプターを介して産生誘導されるといわれており[61][62][63]、キチンやキト

サンは、マウスマクロファージ表層の TLR 2に結合することで、MyD88が活性

化するという研究結果が報告されている[38]。すなわち、R. oligosporus のキトサ

ンや、A. oryzaeの β-glucan、キチン等がリガンドとなり、これらのレセプターを

刺激することで、hBD2 の産生誘導を引き起こすと推測される。これらの受容体

は、腸管上皮細胞よりもマクロファージに多く発現する傾向があることから、

THP-1細胞に直接刺激を与えた時に、A.oryzaeによる産生誘導が増えた結果につ

ながると考えられる。しかし、上皮細胞に刺激を与えた腸管免疫モデルにおいて

も、顕著に R. oligosporus が高い結果を示したことは、感染防御の増強という観

点から、有用性が見られる結果になったと考えられる。 

Tempehおよび R. oligosporus と乳酸菌との IL-12産生誘導能比較試験でも、両
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者は乳酸菌と同等、もしくは高い IL-12 産生誘導能を示した（Fig. 43）。乳酸菌

は様々な株で高い免疫賦活活性が報告されており、供試した EC12 は IL-12産生

誘導による免疫調節機能[64]だけでなく、非常に多くのバイオジェニックス効果

が報告されている。L. plantarum は、漬物を中心に多くの発酵食品に利用されて

おり、株式会社秋田今野商店の実験結果から、IL-12の産生誘導能を有すること

が確認されている。これら乳酸菌と比べると、R. oligosporus はほぼ同等、Tempeh

は約 1.5倍の IL-12 産生誘導能が見られた。乳酸菌はペプチドグリカン、Tempeh

はイソフラボンや食物繊維等の原料成分や発酵代謝物、R. oligosporusはキチン、

キトサンもしくは微量の β-glucan が、TLR もしくは CLR に認識されて IL-12 を

産生誘導すると考えられ、メカニズムは異なるが、乳酸菌に匹敵する結果が見ら

れたことは、非常に有意な結果であると考えられる。 
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第 4章 THP-1細胞を用いた貪食試験（Phagocytosis assay） 

4-1 貪食試験 

食作用（phagocytosis）は、貪食性白血球等が外的異物やバクテリア等を取り

込んで無毒化するという、生体防御を担う機能である。食作用には、細胞骨格や

膜輸送の変化、炎症やアポトーシス関連の情報伝達系の活性化等、多くの生体現

象が関与している。 

Fluorescein isothiocyanate isomer-I（FITC）は、蛍光試薬である fluorescein に、

アミノ基反応性である NCS 基を結合させたもので、水に溶けて強い黄緑色蛍光

（λex - 495 nm、λem - 520 nm）を発する。アミノ基と容易に反応するので、アミ

ノ酸、ペプチド、タンパク質、酵素、ホルモン、多糖類、細菌、原虫、真菌、ウ

ィルス、リケッチア等の蛍光ラベルに適し、これらによって引きおこされる膠原

病や、梅毒、抗核抗体等の蛍光抗体法による診断に利用される。 

IL-12 で刺激を受けて活性化したマクロファージは IFN-γ を産生し、貪食能が

高くなることが知られている。そこで本章では、それぞれの産生誘導が高かった

R. oligosporus および Tempehについて大腸菌貪食試験を行った。腸管免疫モデル

（Fig. 31）を改変した貪食試験用腸管免疫モデルを用いて、Caco-2 細胞に各サン

プルで刺激を与えた後、THP-1細胞側に FITC 標識した大腸菌を添加した。貪食

試験後の THP-1 細胞を蛍光顕微鏡で観察することにより、食作用によって取り

込まれた大腸菌の確認を行い、貪食後の試験培地中に残存する大腸菌の colony 

forming unit（CFU）を測定することで、貪食能を数値化して評価した。 

 

4-2 実験方法 

4-2-1 貪食試験用腸管免疫モデル 

 Caco-2 細胞は、6 well 用セルカルチャーインサート（Millipore）に 1.0 × 106 

cells、THP-1細胞は、カバーガラス（18 mm × 18 mm）を入れて UV 照射殺菌（15

分）した 6 well マルチウェルプレート（Falcon）に 5.0 × 106 cells 播種し、それぞ

れ個別に分化誘導した（3-5-1-2、3-5-2-2）。RPMI 1640 培地（w/o FBS、PS）に培

地交換後、co-cultureにすることで、貪食試験用腸管免疫モデルとした（Fig. 44） 

 

4-2-2 Escherichia coli TOP10 の FITC標識（1 well 分） 

 FITC を PBS に溶解（0.1 mg/ml） 

 E. coli TOP10（2.5 × 109 cells）を懸濁 

 遮光、室温で 30分振盪 

 遠心分離（15,000 rpm、4℃、15分） 

 上清除去 

 0.2 ml の PBS に懸濁 
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Fig. 44 貪食試験用腸管免疫モデル 

 

4-2-3 貪食試験 

 分化誘導した Caco-2 細胞および THP-1 細胞を用いて、貪食試験用腸管免疫

モデル（Fig. 44）を作製 

 Caco-2細胞側にサンプルを添加（終濃度：0.5 mg/ml） 

 24 時間培養（37℃、5% CO2、飽和湿度） 

 セルカルチャーインサート（Caco-2細胞）を廃棄 

 THP-1細胞側に E. coli TOP10 / FITC サンプル（4-2-2）を添加 

（Multiplicity of infection（MOI）= 1 : 500） 

 37℃、15分培養 

 上清を回収（→E. coli TOP10 CFU測定試験に使用） 

 カバーガラスを PBSで洗浄 

 DAPI染色 

 PBS で洗浄 

 スライドガラスにマウント剤を滴下 

 細胞接着面を下にしてプレパラート作製（余分なマウント剤は拭き取る） 

 乾燥（遮光） 

 カバーガラスをシール 

 HS All-in-One Fluorescence Microscope BZ-8000（KEYENCE）で撮影 
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4-2-4 貪食後残存 E. coli TOP10 CFU測定試験 

 LB 寒天プレート（2% LB broth、1.5% Ager）を調製 

 貪食試験の上清を適宜希釈してコンラージ棒で塗布 

 培養（37℃、24 時間） 

 コロニーカウント 

 

4-3 実験結果 

マクロファージは IL-12を産生し、ナイーブ T細胞を Th1細胞に分化させる。

Th1細胞から産生される IFN-γは、マクロファージを活性化して殺菌活性を発揮

するという貪食作用プロセスがある。この貪食能を評価するために、FITC で標

識した E. coli TOP10 を貪食ターゲットとして、THP-1細胞に貪食させた。Fig. 45

～Fig. 47 に示すように、THP-1 細胞中の緑の蛍光は、貪食された E. coli TOP10

であり、核は DAPI 染色で青く染色されている。PBS 添加系の細胞に取り込まれ

た E. coli TOP10 に比べ、R. oligosporus や Tempeh 添加系では、多くの E. coli 

TOP10 が取り込まれている様子が確認された。マクロファージによる貪食を受

けなかった E. coli TOP10 の、CFU測定結果を Fig. 48に示した。R. oligosporus を

添加した際の E. coli TOP10 生菌数はコントロール（PBS 添加系）よりも少なく、

Tempeh添加系ではさらに減少した結果となった。 

 

 

 

 

Fig. 45 E. coli TOP10貪食試験（R. oligosporus添加系） 
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Fig. 46 E. coli TOP10貪食試験（Tempeh 添加系） 

 

 

 

 

 

Fig. 47 E. coli TOP10貪食試験（PBS添加系） 
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Fig. 48 貪食試験後の E. coli TOP10 CFU 

 

 

4-4 小括 

R. oligosporus および Tempehの IFN-γ産生誘導能の結果から、マクロファージ

様に分化した THP-1 細胞による大腸菌貪食試験を行った。Fig. 45、Fig. 46 に示

したように、多くの FITC 標識された E. coli TOP10 が、THP-1細胞内に取り込ま

れている様子が観察された。対して、コントロールとなる PBS 添加系は取り込

まれている菌体数が少なかった（Fig. 47）。貪食を受けなかった E. coli TOP10 の

CFU を測定したところ、R. oligosporus と Tempeh 添加系の試験区では、CFU が

PBS よりも低い結果となった（Fig. 48）。マクロファージは IL-12 を産生し、ナ

イーブ T 細胞を Th1 細胞に分化させる。Th1 細胞から産生される IFN-γ は、マ

クロファージを活性化して殺菌活性を発揮するという貪食作用プロセスがある。

貪食試験の結果は、IL-12 および IFN-γ 産生誘導能の結果と近い傾向が見られた

ことから、R. oligosporus および Tempehに産生誘導された IL-12 および IFN-γに

より、間接的に THP-1 細胞が活性化され、貪食能上昇が促された可能性が示唆

された。 

Tempehは、IL-12、IFN-γ、hBD2の産生を誘導し、さらにマクロファージの貪

食能を増加する作用があり、免疫力を高める可能性が示唆される結果となった。

特に Tempeh は、IL-12 を産生誘導するだけでなく、それに伴うマクロファージ

の貪食能を高める結果が得られた。納豆は Tempehと同じく大豆を原料とした発
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酵食品であるが、腸内細菌である乳酸菌を増やすことが知られており、その腸内

乳酸菌が IL-12 の産生を誘導して免疫系を高めると考えられている[65][66][67]。

このように、IL-12 誘導のメカニズムはそれぞれ異なるものの、納豆も Tempeh

も、健康食品として免疫機能を高めることが示唆された。また、Tempeh製造菌

である R. oligosporusは、IFN-γと hBD2の産生誘導能が特に高く、自然免疫の増

強に関与すると示唆されたことから、健康食品への利用の可能性も示唆された。 
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第 5章 総括 

IL-12（p40 / p35）は、1989年に natural killer cell stimulatory factor : NKSF とし

て同定され[68]、1990 年には、cytotoxic T lymphocyte : CTLを活性化する cytotoxic 

lymphocyte maturation factor : CLMF として同定されている[69]。IL-12は、IFN-γ

産生に関わるサイトカインであり、感染症に対する防御免疫や腫瘍免疫の誘導、

Th1応答の誘導に不可欠である。IL-23（p19 / p40）、IL-27（p28 / Ebi3）、IL-35（p35 

/ Ebi3）、および IL-39（p19 / Ebi3）と共に IL-12ファミリーに属しており、T細

胞の増殖や分化に関与している[70]。このうち IL-23は、IL-12のサブユニットで

ある p40と p19により構成されている[71]。多発性硬化症、関節リウマチ、炎症

性腸疾患、または乾癬等の慢性炎症性疾患の発症において重要な炎症性サイト

カインであり、IL-23 の増加は乾癬、クローン病、潰瘍性大腸炎の患者の生体検

査で発見されている[72][73]。実験的自己免疫性脳脊髄炎（experimental autoim- 

mune encephalomyelitis : EAE）やコラーゲン誘導性関節炎（collagen induced 

arthritis : CIA）といった、組織特異的自己免疫の発症が、実は IL-23によって引

き起こされていることも明らかになっている[74]。p40 をサブユニットとしてい

ることから、IL-12 と似たような感染防御に関与する一面もある。ただし、生体

に感染源が侵入した際には、IL-23よりも IL-12のほうが先に産生される[5]。ま

た、自然免疫には関与せず、獲得免疫のみに関与するといわれている一方、IL-

12は両方の免疫反応に関与する。IL-12と IL-23は共にマクロファージから分泌

される[71]ことから、当研究の in vitro 腸管免疫モデルで、p40をターゲットにし

て IL-12を測定すると、同時に IL-23が検出される可能性が懸念される。 

p40は、感染時に p35や p19よりも多く産生される傾向があり、過剰産生され

た p40 はホモダイマーを形成する。p40 ホモダイマーは、IL-12 レセプターの一

つである IL-12Rβ1 と結合することで、IL-12 の生理活性を抑制する可能性が示

唆されている[6]。 

このことから、免疫賦活活性の評価として IL-12を測定する際は、p35 の測定

が重要と考えたが、p35 は IL-35 のサブユニットも担っている。IL-35 は、1997

年に epstein-barrウィルス感染によって発現が誘導される分子である Ebi3 が、IL-

12p35のサブユニットの 1つに結合していることが報告され、発見された非炎症

性サイトカインである[75]。宿主免疫の重要な調節因子として報告されており

[70]、重度の炎症が起こると、樹状細胞や、IL-35、IL-27を産生する他の抗原提

示細胞のリクルートを誘発する。それによって調節性リンパ球の分化を促進し、

自己免疫疾患の原因となる過剰な免疫反応を抑制する[76]。IL-35 誘導性 Treg細

胞は、より多くの IL-35 を産生し[77]、Type 1 Treg 細胞は、IL-35 により免疫応

答を抑制する [78]。IL-35 は IL-12 や IL-23 とは異なり、様々なサイトカインを

調節して炎症反応を抑制することで、STAT シグナル伝達を制御している[79]。
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このように、IL-35 は Treg細胞によって産生されるサイトカインであり、当研究

の Caco-2細胞 / THP-1細胞を用いた in vitro 腸管免疫モデルでは、分泌されない

ものと考えられる。つまり、p35 をターゲットにすることで、IL-23 および p40

ホモダイマーの同時検出を避けることができ、真の IL-12産生誘導能を評価する

ことが可能であると示唆される。 

そこで、IL-12p35 の特異抗体を利用して IL-12 の測定をしようと計画したが、

市販されている抗体の多くは、IL-12p40に対する抗体のみであった。そこで、大

腸菌を用いて IL-12p35 組み換えタンパク質の発現を行い、抗原として実験動物

に注射して IL-12p35 ポリクローナル抗体を得ることとしたが、pET-15b ベクタ

ーに IL-12p35 遺伝子を挿入しても大腸菌による発現はされなかった。そこで、

毒性タンパク質の解毒化作用を有する GST を発現する pGEX-5X-3 ベクターに

IL-12p35 遺伝子を組み込んで、GST 融合タンパク質として発現させたところ、

不溶性画分に発現が確認された。GSTは、PreScission protease認識配列で IL-12p35

と結合しているため、PreScission protease を用いて容易に精製することが可能で

あった。IFN-γについても、同様の手法で発現・精製することができ、宿主にと

って有害なタンパク質でも、融合タンパク質としてマスクすることで、発現困難

なタンパク質を発現させることができた結果となった。しかし、抗菌ペプチドで

ある hBD2は、この手法を用いても発現することができなかった。抗菌ペプチド

は、大腸菌にとって自己を死滅させる作用を持つため、発現に至らなかったと考

えられる。本発現、精製方法は、当研究室においてヒト全長 AhR のような、発

現の悪いタンパク質の発現・精製に成功した報告から応用されたものであるが

[25]、この方法が、大腸菌では困難とされてきた難発現タンパク質の発現に有効

的な手法であることが期待される結果となり、他の難発現タンパク質の発現に

も応用可能であることが示唆された。 

発現・精製した IL-12p35、IFN-γ および合成ペプチドを抗原とし、得られた

hBD2ポリクローナル抗体を用いて、それぞれの産生誘導能を評価した。その結

果、大豆発酵食品であるTempehと、その製造に用いられる接合菌のR. oligosporus

について高い誘導能を見出すことができた。これまで、発酵食品や微生物、特に

乳酸菌は、高い免疫賦活活性が見出されており、様々な形態で市場に出されてい

る。乳酸菌による免疫力向上のメカニズムは数多く研究されており、代表的な成

分は、細胞壁成分のペプチドグリカンであるといわれている[80]。TLR 1 / TLR 2

および TLR 2 / TLR 6 ヘテロダイマーが、ペプチドグリカンを認識して強い IL-

12 産生応答をする一方、菌株によっては、産生抑制に働く構造のペプチドグリ

カンも報告されている[81]。Lightfootらや Kaji らは、同じく細胞壁構成成分であ

る Lipoteichoic acid による IL-12、IL-6、TGF-β の産生誘導や、IL-10 / IL-12の産

生バランスの制御を報告している[82][83]。ただし、発酵食品は必ずしも単一の
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微生物によるものではなく、IL-12産生誘導が確認されている味噌のように、乳

酸菌、酵母、麹菌等の複合微生物による発酵食品が数多く存在する。酵母や麹菌

といった真菌の細胞壁は、主にマンナンとキチン、β-glucan で構成されており、

真菌による免疫応答は、これらが認識されることで引き起こされると考えられ

る[84]。R. oligosporus が含まれる接合菌も、細胞壁成分に β-glucan を含んでいる

が、他の真菌に比べて非常に微量であるが[85]、接合菌は他の真菌にはない、キ

トサンを細胞壁に多く含むという特徴がある[34]、樹状細胞の活性化や MyD88

の活性化等により、免疫応答に関与すると考えられる[38][86]。 

IFN-γは先に説明した通り、抗原刺激により NK細胞や Th1細胞等から分泌さ

れることから、細胞性免疫反応の指標にもなっている。Sugataらは塩基性ロイシ

ンジッパー型転写因子ファミリーの一つである Batf2 の機能を解析し、IFN-γ 刺

激によって Batf2発現が上昇し、マクロファージの活性化につながると報告して

いる[87]。マクロファージは貪食能を有しており、老化した細胞や不要細胞等の

apoptosis や、がん細胞だけではなく体内に侵入した微生物やウィルス等の貪食

も知られている。Hashimoto らは、インフルエンザに感染した細胞がマクロファ

ージに貪食されることで、ウィルス増殖が抑制されると報告している[88]。また、

貪食後の分解物を樹状細胞が認識し、MHC分子を細胞表層に出現させることで、

獲得免疫を誘導する報告がされている[89]。 

自然免疫に関わりの深い hBD2 については、腸管上皮細胞に R. oligosporus 菌

体が接触することで、強い応答反応を示す可能性が示唆された。微細化された菌

体断片が、腸管上皮のパイエル板等を介して基底膜側に入り込むことも考えら

れるが、そうするとマクロファージの働きによって、さらに hBD2 が産生される

ことも示唆される結果となった。発酵物である Tempeh の、hBD2 産生誘導能の

増加は大きなものではなかったが、自然免疫の増強に関与する可能性は十分に

あるものと示唆された。この応答は、特に菌体成分によって強く引き起こされる

結果となり、R. oligosporus および A. oryzae自体がもつ機能性の一つになるであ

ろうと考えられる。 

貪食メカニズムについては、Totsukaらが MAIR-II分子に着目して、炎症性単

球による感染時の貪食メカニズムを以下の様に解明している。炎症性単球細胞

表面の TLR 4が抗原を認識すると MAIR-IIと結合し、VLA-4という接着分子の

活性化を誘導する。その炎症性単球は血管内壁に接着し、感染部位に局所的に集

積して貪食すると考えられている。炎症性単球は血管から組織内に入ると、マク

ロファージや樹状細胞に分化する細胞であり、マクロファージにも MAIR-II 分

子の存在が報告されている[90][91]。当研究結果における貪食のメカニズムは、

これと同様であるとは断定できないが、少なくとも Tempeh や R. oligosporus が

生体内に入り、マクロファージが活性化して、貪食能が増加するメカニズムの一
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つとして考えられる。 

本研究を通じて、これまで発現が困難とされてきた、大腸菌を用いた IL-12、

IFN-γの発現に成功し、特異的な抗体を得ることに成功した。また、これまで研

究されてこなかった、Tempehおよび R. oligosporus の免疫賦活能については、IL-

12、IFN-γ、hBD2の高い産生誘導能に加え、マクロファージの貪食作用を促進す

ることが確認された。Tempehは様々な機能性を持つ大豆発酵食品であるが、そ

のほとんどは大豆成分によるものである。R. oligosporus は、可食微生物で唯一

キトサンを含有している。本研究結果は、様々な有用成分が関与してると考えら

れるが、その一つとして、キトサンのMyD88 活性化作用が、IL-12、IFN-γ、hBD2

産生誘導能を増強していることも考えられ、Tempehおよび R. oligosporus につい

て、微生物の観点から、自然免疫の増強への関与という新たな機能性が示唆され

た。 

機能性食品とは、「食品成分のもつ生体防御、体調リズム調節、疾病の防止と

回復等に係わる体調調節機能を、生体に対して十分に発現できるように設計し、

加工された食品であること」と、機能性食品懇談会（厚生労働省）で定義付けさ

れている。そのため、現状の Tempehはこれに含まれないが、ヒトの免疫力低下

問題だけでなく、食に求められている健康維持や健康増進、健康寿命の延伸に関

して、非常に有用な発酵食品である。また、Tempeh製造菌である R. oligosporus

も自然免疫を増強させる可食微生物であることから、独立して健康食品素材に

なり得る可能性があると示唆される。 
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