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研究成果の概要（和文）：感染症などに対する生体防御に重要なNK細胞を活性化するインターロイキン12
（IL-12）に注目し、マクロファージモデル細胞を用いてIL-12の発現を亢進する乳酸菌株の探索をおこなった。
その結果、2種類の乳酸菌株が顕著にIL-12の発現・分泌を亢進することを見出した。さらに菌株に一つは、主と
して菌体RNAがTLRなど細胞内シグナル分子を介してIL-12発現を亢進することを見出した。また、この菌株をマ
ウスに経口投与した結果、一部の臓器でIL-12の発現亢進が確認された。さらに本菌株を粉末化した菌体におい
てもIL-12発現亢進能が確認され、様々な食品への添加が可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on interleukin-12 (IL-12), which activates NK 
cells, important immune cells for defense against infectious diseases, and searched for and analyze 
lactic acid bacteria strains that enhance the expression and secretion of IL-12 using 
macrophage-like cells. As a result, we found that two types of lactic acid bacteria (LAB) strains 
markedly enhanced IL-12 mRNA expression and secretion. In addition, one strain was found to enhance 
IL-12 expression mainly through intracellular signaling molecules, such as TLR, in the RNA of this 
strain. Further, oral administration of this LAB strain to mice up-regulated IL-12 mRNA expression 
in some organs. The powdered form of the strain was also found to enhance IL-12 expression, 
suggesting that this LAB strain can be added to and applied in various food products.

研究分野： 食品機能学

キーワード： 乳酸菌　インターロイキン12　マクロファージ　ナチュラルキラー細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、近年の世界的な感染症含め感染症などに対する生体防御能を高めることが期待される食品成分を、
特に乳酸菌の中から探索・解析した。その結果、生体防御に大きく関わるナチュラルキラー細胞を活性化するイ
ンターロイキン12（IL-12）の発現・分泌を顕著に亢進する乳酸菌株を新たに見出すことができた。さらに１株
については、菌株によるIL-12発現亢進について、新たな細胞内シグナル伝達経路を介していることを見出すに
至った。さらに今回見出された乳酸菌株は、大量調製に向けて粉末化した状態でもIL-12誘導活性を確認するこ
とができ、実際の食品への添加など新たな食品開発への応用も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
少子高齢化が進んだ現代の日本においては、乳幼児・小児など子供の健全な成長と、高齢

者の健康維持・健康寿命の延伸が望まれている。しかしながら日常生活の中で、我々の周り
には病原性微生物を含む様々な微生物が無数に存在しており、常に感染症の脅威と隣り合
わせであり、実際に近年世界的な感染症に曝された（曝されている）ことも事実である。感
染症に対する防御には免疫能・生体防御能が極めて重要であるが、幼児・小児はまだ免疫能
が十分に備わっておらず、かたや高齢者においては加齢とともに免疫能が低下することが
知られている。 
 一方、病原菌などの侵入に対する生体防御に関与する自然免疫系の細胞群の一つとして、
ナチュラルキラー細胞（NK 細胞）が注目されている。NK 細胞は体内で生じたがん細胞や
ウィルス感染細胞を攻撃して除去する機能を有し、これは NK 活性とも呼ばれる。NK 活性
は小児期から徐々に増加して 20 代をピークとし、それ以降は加齢とともにその活性が低下
することが報告されており、一般に高齢者が感染症に罹患しやすくまた重症化しやすい一
因とされる。この NK 細胞の活性化に重要な因子として、サイトカインの一種であるイン
ターロイキン 12（IL-12）が知られている。IL-12 はマクロファージや樹状細胞から分泌さ
れるサイトカインであり、免疫賦活作用が報告されている。すなわち分泌された IL-12 はナ
イーブ CD4T 細胞を CD4+T 細胞へと分化させ、さらにインターフェロン（IFN）の産生
を亢進する。IFNは NK 細胞を活性化することでウィルス感染細胞やがん細胞などに対す
る攻撃を増強し，生体防御能を高めることが知られている。従って、IL-12 の発現・産生を
亢進させることで NK 細胞の活性化、ひいては感染防御能の亢進が期待される。 
このような背景から本研究では、日常的に摂取する食品によって免疫能、すなわち生体防

御能を高め、感染症を予防することを目的として進めることとした。日常的に摂取する食品
によって免疫能を高めることができれば、小児や高齢者も手軽に取り入れることででき、免
疫能・生体防御能の強化が可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
以上のような背景のもと、本研究では食品成分による生体防御能の増強を大きな目標と

して、IL-12 発現亢進を介して NK 細胞を活性化する食品成分、中でも乳酸菌を探索すべ
く、以下の具体的な目的を持って進めることとする。 
（１） 動物培養細胞を用いて、IL-12 発現・分泌を亢進する乳酸菌株を網羅的に探索・

解析する。 
（２） （１）で見出された乳酸菌株による IL-12 発現亢進の作用メカニズムを分子・細

胞レベルで明らかにする。 
（３） 上記で見出された乳酸菌株について実際に実験動物に投与し、in vivo における

IL-12 発現への影響について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
マクロファージモデル細胞として、マウス腹水由来 J774.1 細胞および RAW264.7 細胞を

用いた。RPMI 培地に 10%の牛胎児血清と抗生物質を加えた培地を用いて、100mm ディッ
シュで培養した。細胞が 60～80%のコンフレントの状態で継代をおこなった。 
 
（２）real-time PCR 解析 

IL-12 の mRNA 発現量の解析には、real-time PCR 法を用いた。J774.1 細胞を 24-well 
plate に 2.5×105 cells/well で播種し、翌日に乳酸菌を含む培地に置き換えた。菌体は、24
時間嫌気条件で培養し PBS で洗浄後にオートクレーブ処理した死菌体を用いた。菌体を含
む培地で J774.1 細胞を一定時間インキュベートした後、RNAiso Plus を用いて RNA を抽
出し、PrimeScript RT Master Mix を用いて cDNA を合成した。IL-12 などの primer と
TB Green Premix Ex Taq を用いて QuantStudio 3 により解析をおこなった。 
 
（３）ELISA 解析 

J774.1 細胞からの IL-12 分泌量は、sandwich-ELISA 法を用いて解析した。96-well plate
に J774.1 細胞を 1.0×10⁵cells/well で播種し，翌日に菌体を含む培地に置き換えインキュベ
ートした。24 時間後に培養上清を回収し、ELISA キットを用いて IL-12 量を測定して IL-
12 分泌量とした。 
 
（４）RNA 干渉法 

J774.1 細胞を 0.3×105 cells/well で播種し、一晩培養した。標的分子の siRNA とトラン
スフェクション試薬を混合したものを添加し、37℃で 24 時間インキュベートした。対照群



には Firefly luciferase(FLUC)の siRNA を用いた。その後、菌体を含む培地と置き換えて、
3 時間インキュベート後に RNA を回収して cDNA を合成し、real-time PCR により解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）IL-12 の mRNA 発現を亢進する乳酸菌株の探索・解析 
野菜の葉などから単離され死菌体処理した乳酸菌株を、J774.1 細胞に数十種類添加して

IL-12 mRNA 発現量を亢進する乳酸菌株を探索した。その結果、2 種類の乳酸菌株が IL-12
の mRNA 発現量を顕著に増加させ、これら 2 種の菌株は IL-12 の分泌量も有意に増加させ
ることが確認された。またこれらの菌株を J774.1 細胞と同じマクロファージモデル細胞で
ある RAW264.7 細胞に添加したところ、RAW264.7 細胞においても同様に IL-12 の mRNA
発現亢進がみられた。さらに、見出された乳酸菌株について死菌と生菌で活性を比較したと
ころ、いずれも死菌体の方がより高い IL-12 誘導活性を示した。 
 
（２）乳酸菌株による IL-12 発現亢進の作用機序解析 
そこで１種の乳酸菌株に焦点を当て、菌体のどのような成分が IL-12 発現亢進に関与し

ているのか、各種酵素処理をおこなった結果、RNase 処理によって菌体による IL-12 発現
亢進は有意に抑制された。実際に菌体より RNA を抽出し J774.1 細胞に導入したところ IL-
12 の mRNA 発現は亢進し、IL-12 発現亢進には菌体 RNA の関与が示唆された。 
さらに乳酸菌体による IL-12 発現亢進の細胞内シグナル経路について RNA 干渉法を用

いて解析した結果、RNA を認識することが知られる TLR3 および TLR7 をノックダウンし
ても菌体による IL-12 発現亢進は変化しなかったのに対し、TLR8 をノックダウンした場合
には IL-12 発現亢進が有意に抑制され、乳酸菌による IL-12 発現亢進には TLR8 が関与し
ていることが示唆された。また、TLR8 の下流に位置する MyD88 について RNA 干渉法を
用いて解析した結果、MyD88 ノックダウン条件下では菌体による IL-12 発現亢進は有意に
抑制された。さらに IL-12 の転写制御が報告されている転写因子 IRF5 の関与を同様に検討
した結果、IRF5 ノックダウン条件下で IL-12 発現亢進は抑制され、また実際に乳酸菌添加
によって IRF5 が核内へ移行することが示された。これらの結果より、主として乳酸菌死菌
体中に含まれる RNA がマクロファージモデル細胞内の TLR8 に作用し、MyD88 を介して
IRF5 を活性化し IL-12 転写活性を亢進することで、IL-12 発現・分泌を亢進することが示
唆された。 
 
（３）IL-12 発現を亢進する乳酸菌株がマウスにおける IL-12 mRNA 発現に及ぼす影響 
また本乳酸菌株が in vivo においても IL-12 発現を亢進するか、マウスを用いて検討した。

6 週齢の Balb/c マウスに本菌株を 3 週間ゾンデで経口投与した後、各種臓器より RNA を
抽出し IL-12 の mRNA 発現量を解析した。その結果、菌株の添加によってマウス小腸では
IL-12 の mRNA 発現量が増加する傾向がみられ、また肺では有意な増加がみられた。これ
より本菌株は、in vivo においても一部臓器で IL-12 発現を亢進する可能性が示唆された。 
 
（４）粉末化乳酸菌株が IL-12 mRNA 発現に及ぼす影響の解析 
本乳酸菌株を様々な食品に添加・応用しやすくすることを考慮し、粉末化した本乳酸菌株

を調製・検討した。粉末化乳酸菌について IL-12 の mRNA 発現に及ぼす影響を検討したと
ころ、IL-12 の mRNA 発現を菌数依存的に亢進した。また粉末化乳酸菌は、同じ菌数のこ
れまで用いてきた死菌体処理した乳酸菌（懸濁状態）と同程度に IL-12 の mRNA 発現を亢
進した。これらの結果より、本乳酸菌株は粉末化しても IL-12 発現亢進能は保持されること
が明らかとなった。 
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