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研究成果の概要（和文）： 
乳酸菌由来のオリゴヌクレオチドの有する免疫機能を明らかにする目的から、マウス免疫細胞
を用いたサイトカイン発現特性解析により、インターロイキン（IL）1 ファミリーに属する（IL）
33 が遺伝子レベル、タンパクレベルで強く誘導されることを発見した。さらに、オリゴヌクレ
オチドをナノカプセル化し、経口的に腸管粘膜系へとデリバリーされるオリゴヌクレオチドカ
プセルの開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found the strong immunostimulatory effects of an oligodeoxynucleotide from lactic acid 
bacteria, designated MsST. We show that 24-hour of stimulation with MsST in mouse immune 
cells strongly induces expression of interleukin (IL)-33, a cytokine in the IL-1 
superfamily. We synthesized biodegradable capsule containing oligodeoxynucleotide, 
which showed sustaining-hydrolyzed and preferably degraded in acidic condition. Thereby, 
we could extend our studies in the oral administrative inhaled approach in intestinal 
inflammation study. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年の健康志向や予防医学の観点から、食
品による健康維持に関心が集まっており、乳
酸菌を用いた発酵乳製品などの消費がのび
ている。とくに生体にとって有益な菌はプロ
バイオティクスと呼ばれ、乳酸菌はプロバイ
オティクスの代表として、その機能が注目さ

れている。プロバイオティック乳酸菌の整腸
作用が腸内細菌のバランスを改善すること
は広く知られているが、近年は整腸作用だけ
でなく腸管免疫系や全身免疫系に影響を及
ぼすことが報告されている。乳酸菌は腸管内
に存在するパイエル板から体内に取り込ま
れ、樹状細胞により認識されて免疫応答を誘
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導する。樹状細胞には微生物が有する分子パ
タ ー ン （ pathogen-associated molecular 
patterns; PAMPs）を認識するレセプターで
ある Toll 様受容体（Toll-like receptor; 
TLR）が発現している。TLR には、グラム陽性
菌の菌体壁成分であるペプチドグリカンを
認識する TLR2、ウィルスの 2 本鎖 RNA を認識
する TLR3、グラム陰性菌の菌体成分であるリ
ポ多糖を認識する TLR4、鞭毛フラジェリンを
認識する TLR5、細菌の非メチル化 DNA を認識
する TLR9 などが存在する。そして微生物の
種類を識別し、微生物ごとに異なる免疫応答
を誘導し、特徴的なサイトカイン産生パター
ンを示すことが知られている。 
 本研究では、乳酸菌ゲノム DNA 配列に由来
する CpGモチーフといわれる塩基配列に代表
されるオリゴヌクレオチド（ODN）の免疫賦
活化機構に着目した。 
 
２．研究の目的 
 CpG モチーフを含むオリゴヌクレオチド
（CpG ODN）は TLR9 を介して 1 型ヘルパーT
（Th1）免疫応答を増強することが知られて
いる。さらに 2009 年に、 Streptococcus 
thermophilus ATCC19258 株 LacZ 遺伝子配列
から同定された免疫刺激性オリゴヌクレオ
チド（MsST）でマウス脾臓細胞を刺激すると、
分泌型インターロイキン（interleukin; IL）
-33 が誘導されることを発見した。 
 IL-33 はアレルギー性炎症に関与する Th2
細胞に優位に発現している IL-1 受容体様 1
（IL-1RL1）遺伝子によりコードされたタン
パク質で、ST2 受容体のリガンドとして 2005
年に同定された比較的新しいサイトカイン
である。ST2 受容体に結合することにより
IL-33 は Th2 細胞や肥満細胞を活性化し、炎
症誘発性 Th2 細胞に関与し、粘膜器官におい
て病理学的変化を起こすサイトカイン、ケモ
カインを分泌する。実際に、内皮細胞におい
て高レベルで発現している proIL-33（full 
length IL-33; 31kDa）が内皮細胞の損傷や
障害の後に細胞外に放出されることで Th2細
胞表面の ST2 受容体に結合し、Th2 系免疫応
答を誘導することも報告されている。また
IL-33は proIL-33として細胞内に31kDaの分
子量で存在し、Caspase-1,-3,-7 の作用によ
り切断され、細胞外へ分泌されるが、分泌型
IL-33 の機能については依然として不明な点
が多い。そこで、本研究では、MsST でマウス
脾臓細胞を刺激すると、刺激後 24時間以降、
長時間にわたって IL-4 mRNA の発現を抑制す
るという知見に基づき、IL-33 の発現メカニ
ズムと免疫特性について解析することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 DNA の免疫機能評価には、これまでに構築

した免疫評価システムと最近報告された共
培養腸管モデルシステム（Tanoue et al. 
Biochem Biophys Res Commun. 2008）を応用
し、新たな in vitro DNA 免疫評価系として
免疫機能性 DNA の選抜を行った。免疫機能性
については DNA の取り込み解析、細胞内伝達
物資の活性測定、リアルタイム PCR 法および
ELISA 法によるサイトカイン解析により複合
的に検証した。また、プロバイオティック乳
酸菌由来 DNA 中に含まれる免疫機能性 DNA 配
列を、私が構築した DNA 免疫評価システムと
共培養腸管モデルシステムを用い、TLR9 を介
する免疫活性を指標として選抜した。さらに、
本研究では、従来のカチオン性脂質の他に、
金ナノ粒子やカーボンナノチューブ、ナノカ
プセル、抗原タンパクを DNA 運搬体として注
目し、DNA 複合体の免疫細胞における免疫応
答についても、DNA 免疫評価システムやマウ
ス由来の腸管関連リンパ組織（GALT）細胞群
に対するサイトカイン発現解析を行い、効率
的なデリバリーシステムの構築を行った。 
 
４．研究成果 
 興味深いことに、IL-33 mRNA は、IL-4 mRNA
発現レベルとは逆相関を示し、刺激後 24 時
間以降長時間にわたって発現が誘導された。
このことから、分泌型 IL-33 は、proIL-33 と
は異なる機能を有していることが考えられ
た。そこで本研究では MsST が誘導する分泌
型 IL-33 に着目し、そのプロセシング機構の
解析と、他の TLR シグナリングにおける発現
パターンについて解析を進めた。 
 IL-33 は内在性外傷による免疫応答に関与
し、喘息や花粉症などのアレルギー患者の炎
症部位に強く発現していることから、アレル
ギー発症との関連性について興味が持たれ
ている。IL-33 は、Th2 細胞膜表面に発現す
る ST2 および IL-1R accessory protein 
（IL-1RAcP）からなるヘテロ二量体を形成し
ている受容体に結合することで Th2型サイト
カインの産生を誘導する。ST2 受容体は Th2
細胞、マスト細胞、マクロファージ、好酸球、
好塩基球、NK 細胞、NKT 細胞、樹状細胞など
の免疫細胞にも発現しており、IL-33 刺激に
よりマスト細胞からは IL-6 や IL-13、好塩基
球と好酸球からは IL-4、IL-6、IL-9、IL-13、
Th2 細胞から IL-5、IL-13 を産生されること
が報告された。さらに IL-33 は核内因子であ
ることから、細胞壊死により受動的に放出さ
れると生物活性を示すが、Caspase-3,-7 など
のプロテアーゼが活性化される場合には、そ
れらが IL-33 を切断し不活性化することが知
られている。しかし IL-33 の分泌メカニズム
には多説あり、さらに CpG ODN 刺激により誘
導される分泌型 IL-33 の機能、メカニズムに
関しても不明である。また、TLR シグナリン
グを介する IL-33 の発現解析についても報告



 

 

が無い。本研究により MsST により 27kDa 付
近に IL-33 抗体で検出されるシグナル、すな
わち IL-33 様タンパク質が検出された。同シ
グナルは過去に報告がなく IL-33 が断片化を
受けた新たな活性化断片である可能性と、ま
ったく新規な IL-33 と相同性配列を有するタ
ンパク質である可能性が考えられたことか
ら、IL-33 様タンパク質と呼ぶこととした。  
 MsST でマウス脾臓細胞を刺激すると、
Caspase-3 の 活 性 化 に 寄 与 す る 活 性 化
Caspase-8 及び Caspase-8 関連タンパク質 
FLICE-associated huge protein(FLASH)を誘
導することを発見した。つまり MsST 刺激に
より FLASH が誘導され Caspase-8 が活性化さ
れる。そして活性化 Caspase-8 により
Caspase-3 が活性化され IL-33 を断片化する
可能性が示唆された。IL-33 様タンパク質と
の関連性は明らかにされていないが、
proIL-33 は Caspase-3 により断片化を受け、
ST2 受容体に結合すると Th2 免疫応答を不活
化するという報告もあり、MsST による Th2 型
サイトカインの抑制機能に関与している可
能性がある。 
 一方、サイトカインには相同性の高いサブ
クラスを有するものがある。なかでも IL-17
は相同性をもつ 6 個のファミリー分子
（IL-17A, B, C, D, E, F）からなることが
知られている。IL-17A と IL-17F は T 細胞か
ら産生され、IL-17EはTh2細胞やCD8+T細胞、
マスト細胞の他、脳や肺でも産生される。ま
た他のファミリー分子は筋肉や神経、消化管
など種々の細胞で産生されることから IL-17
ファミリーはそれぞれ異なる機能があると
考えられている。さらに p40 と p35 のサブセ
ットからなるサイトカインである IL-12 は、
2000 年に Kastelein らにより、p35 に相同性
を有する p19 分子が同定され、これが IL-12
のサブユニットの 1 つである p40 と会合し、
新しいサイトカイン IL-23 であることが発見
された。それまでは p40 に対する抗体や p40
遺伝子欠損マウスを用いて IL-12 （p40/p35）
が実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）やコラ
ーゲン誘導関節炎などの組織特異的な自己
免疫病の発症に関与していると考えられて
いたが、実はこのような組織特異的自己免疫
の発症は p40 を共有する IL-23 によることが
明らかになった。加えて 2002 年には、
Kastelein らにより同様なゲノムデータベー
スのホモロジー検索より p35に相同性を有す
る p28 分子が同定され、これが 1997 年に p35
に会合すると報告された EBI3 と会合し、新
しいサイトカイン IL-27 であることがわかっ
た。本研究において見出された約 27kDa の
IL-33 様タンパク質も、IL-33 とホモログを
成す新たなサイトカインファミリーである
可能性も考えられる。 
 さらに本研究では、TLR シグナリングと

IL-33 に関する報告が少ないことから、TLR9
以外の他の TLR を介する IL-33 の発現誘導に
ついて解析した。TLR は自然免疫において微
生物を認識し、サイトカインを誘導し免疫応
答を行う。TLR はマクロファージや樹状細胞
のような抗原提示能を有する細胞に発現し
ており、細胞表面上に発現する TLR1,2,4,5,6
と細胞内のエンドソーム内に発現する
TLR3,7,8,9 はそれぞれ異なる微生物構成成
分を認識する。さらに TLR シグナル伝達には
アダプター分子である MyD88 依存型と同じく
アダプター分子の 1 つである TRIF 依存型が
存在する。そして MyD88 依存型シグナル伝達
の下流にある転写因子 NF-kB と IRF-3 はそれ
ぞれ炎症性サイトカイン、1 型インターフェ
ロンを産生することが知られている。 
 以前の報告でヒト角膜上皮細胞を用いた
実験系において TLR3,5 のリガンドである
Poly;ICと flagellinが proIL-33を誘導する
ことが報告されている。さらに Poly;IC は
TRIF 依存的シグナル伝達経路、flagellin は
MyD88 依存的シグナル伝達経路を介して
proIL-33 を誘導することが示されている。そ
してどちらのシグナル伝達も NF-kB の活性化
が必須となる。本研究において TLR1/2,4,7,9
のリガンドである Pam3CSK4, LPS, imiquimod
および MsST がマウス脾臓細胞において約
27kDa の IL-33 様タンパク質を誘導すること
を発見した。すなわち、一部の TLR シグナリ
ングが活性化されることで IL-33 様タンパク
質が誘導されている可能性が考えられる。今
後は、IL-33 様タンパク質を高濃度で精製し、
タンパク質解析することで、IL-33 様タンパ
ク質は断片化を受けた IL-33 なのか、新規な
サイトカインなのかという課題が解決され
ると考えられる。また、IL-33 様タンパク質
の誘導メカニズムとその機能が明らかとな
れば、免疫学分野における重要な知見となる
と考えている。将来的には本研究の発見を基
礎として、乳酸菌オリゴヌクレオチドを用い
た炎症性疾患の予防や改善に寄与する機能
性食品の開発に貢献することを期待してい
る。 
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