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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌や赤痢菌が産生する志賀毒素(Stx1)を中和する組換え型の分泌型
IgA抗体(SIgA)を産生するトランスジェニック植物を、モデル植物シロイヌナズナおよび実用植物リーフレタス
で作製した。Stx1の侵入機構として大腸上皮の傷害が考えられる。ヒト大腸細胞株を用いた評価系を確立し、植
物由来IgA抗体の毒素中和活性を証明した。また小胞体保留シグナルの付加によってSIgAの一構成成分である分
泌片(SC)の発現が増加した。植物に生産させたSCをマウスに投与すると、静脈内投与ではSCに対する抗体ができ
たが、経口投与では抗体ができず、植物由来生物製剤の経口投与での安全性の根拠が示された。

研究成果の概要（英文）：Transgenic plants that produce secretory immunoglobulin A (SIgA) specific to
 Shiga toxin 1 (Stx1) were developed using a model plant (Arabidopsis thaliana) and a vegetable 
(Lactuca sativa). Considering the initial entry of Stx1 can occur through cytotoxicity to colon 
epithelial cells, we established an assay using a human colon cell line, Caco-2. Plant-made IgA 
neutralized the toxicity of Stx1 against Caco-2 cells. Production of secretory component (SC), a 
component of SIgA, was increased in the transgenic plants by the addition of an endoplasmic 
reticulum retention signal to SC. When plant-made SC was administered to mice, anti-SC antibodies 
were induced by intravenous administration while no such antibodies were made by oral 
administration. This result provides evidence as to the safety of oral application of plant-made 
biologics.

研究分野：免疫学、微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、治療薬として利用が増加している抗体
医薬であるが、動物細胞培養による生産はコス
トが高く、薬価の高さに結びついている。その
ため、植物などを用いた抗体生産技術の開発が
試みられている。世界的にも、生産規模の拡張
や縮小が容易な植物による抗体の生産技術が活
発に研究されている現状がある。さらに、バイ
オシミラーとしても植物生産医薬品が使われる
方向にあり、その有効性および安全性を担保す
る研究が、薬学研究として重要性が増している。
抗体のクラスの中でも、免疫グロブリン(Ig) A
は消化管などの粘膜表面で分泌型 IgA (SIgA)と
して働く。可食性抗体として SIgA を植物で生
産し、高次機能性食品や経口投与を目的とした
抗体医薬の生産・利用につなげるための研究が
必要とされている。十分なバイオマスを獲得す
る観点からは、レタスなどの実用植物での発現
をめざすべきである。 
 腸管出血性大腸菌や赤痢菌が産生する細胞毒
素である志賀毒素(Stx1)に対して中和活性のあ
る 2量体 IgAを植物で発現させることに成功し
てきた。経口投与に適した SIgA を植物で作製
し、腸管からの Stx1 の侵入の抑制に役立ち、
一方で植物抗体の経口投与による安全性の根拠
を示すことを目標とした。 
 
２．研究の目的 
 
 Stx1 の結合サブユニット(Stx1B)に特異的な
SIgA を組換え型としてシロイヌナズナおよび
実用植物のレタスに発現させる。SIgA は 2 量
体 IgA (dIgA)と分泌片(SC)から構成されるので、
分泌片を効率よく発現させる目的で小胞体ソー
ティングを試みる。生産方法の改良により、毒
素中和活性の評価のために十分な量の SIgA 植
物抗体を準備できるようにする。一方、腸管か
らの侵入の阻害を評価するため、ヒト大腸培養
細胞株を用いて、Stx1曝露による細胞傷害を評
価する実験系を確立する。Stx1の細胞傷害に対
する植物抗体の中和活性を評価する。さらに、
糖鎖修飾の多い SC を植物抗体のモデルとして
用いて、マウスに経口投与あるいは静脈内投与
した場合、植物抗体に対する免疫応答が経口投
与では起こらないことを示し、経口投与による
植物抗体利用の安全性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 Stx1B 特異的可変部を持つマウス IgA 遺伝子
(H 鎖と L 鎖)および J 鎖と SC を、2 組の
light-harvesting complex II (LHCB)のプロモータ
ーとターミネーターの間に挿入し、SIgAを構成
する 4つのポリペプチド鎖を同時に発現するカ
セットを作製した。アグロバクテリウム法にて
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）およびリ
ーフレタス（Lactuca sativa）のトランスジェニ
ック植物を作製した。葉を用いて各ポリペプチ
ド鎖遺伝子の植物体への組み込み（PCR）、

mRNA への転写（RT-PCR）を確認し、タン
パク質の発現を SDS-PAGE/western blottingと
ELISAを用いて評価した。植物抗体の抗原結
合性は、Stx1Bを固相化した ELISAによって
測定した。検出抗体には、抗マウス α 鎖（H
鎖）、抗マウスκ鎖（L鎖）、抗マウス poly-Ig
受容体（SC）を用いた。SC の高効率発現の
ため、SC の C 末端に小胞体保留シグナルの
KDEL配列を付加したコンストラクトを作製
し、SC-KDEL を単独発現するシロイヌナズ
ナを作製した。植物体での SIgA の局在は、
金コロイド標識抗体による免疫電子顕微鏡
観察で調べた。 
 毒素活性の評価は、Stx1ホロトキシンを用
いた Stx高感受性 Vero細胞、および酪酸で分
化させたヒト大腸上皮細胞株 Caco-2 細胞を
用い、WST-8法によって生存割合を算定した。
また、Stx1 に曝露した細胞の DNA 断片化を
アガロース電気泳動で評価し、アポトーシス
の指標とした。 
 SC-KDEL単独発現シロイヌナズナからは、
SC-KDEL を硫酸アンモニウム沈澱およびイ
オン交換クロマトグラフィーにて部分精製
した。部分精製した SC 標品をマウスに経口
投与あるいは静脈内投与し、植物に生産させ
た SC に対する抗体が産生されるかどうかを
ELISAおよびwestern blottingによって評価し
た。さらに、部分精製した SC-KDELと 2 量
体 IgA の試験管内での再構築、および
SC-KDEL 発現植物と 2 量体 IgA 発現植物と
の交配によって植物体内で SIgA を作製させ
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) Stx1B特異的な分泌型 IgAを一括発現する
トランスジェニック植物の作製 

 
 Stx1B特異的な組換え型 SIgAを構成する 4
種類のポリペプチド（H鎖、L鎖、J鎖、SC）
を一括で発現できるコンストラクトを作製
し、シロイヌナズナにアグロバクテリウム法
で遺伝子導入してトランスジェニック植物
を作製した。IgA 発現量の高い個体の自家受
粉によってホモ接合体を得た。ロゼッタ葉の
抽出物を用いて、ELISAを用いて Stx1Bに結
合する SIgA の存在を見出した。一方、非還
元条件の SDS-PAGEとwestern blottingにより、
高分子量の SIgA の組み立てを確認した。さ
らに、二重標識金コロイド免疫電子顕微鏡法
によって IgAの H鎖と SCが葉の内部に存在
する protein body様構造に局在することを示
した。 
 一方、リーフレタスの場合、同じコンスト
ラクトをレタス子葉にアグロバクテリウム
法で遺伝子導入し、試験管内で植物体に再分
化させた後、改良土に移植した。葉の抽出物
を用いた ELISAによって、Stx1Bに結合する
SIgAの発現を検出できた。 
 



(2) ヒト大腸がん細胞株 Caco-2を用いた Stx1に
よる毒性評価系の確立と植物抗体による毒
素中和活性 
 
 動物実験で Stx1 による毒性を中和する活性
を評価する一方で、ヒトの侵入門戸である大腸
上皮細胞に対する傷害を SIgA が中和できるか
を、ヒト大腸上皮細胞を用いて直接評価する実
験系が重要である。Stx1の毒性は従来、高感受
性細胞であるアフリカミドリザルの腎臓上皮細
胞 Vero細胞や、ヒトバーキットリンパ腫細胞の
Ramos が用いられることが多かった。そこで、
ヒト大腸上皮細胞の Caco-2 を用いた評価系の
確立を試みた。Caco-2に酪酸を作用させて分化
させると、Stx1 に対する感受性が上昇した。
SIgA を一括発現するトランスジェニックシロ
イヌナズナの葉から部分精製したタンパク質画
分を用いて、Stx1の曝露による Caco-2の細胞死
を抑制するかどうかを評価した。野生型シロイ
ヌナズナ由来のサンプルや、抗原特異性の違う
IgA では全く抑制されないのに対して、トラン
スジェニック植物由来のサンプルでは IgA濃度
依存的に Caco-2 の細胞死を抑制した。また、
DNA 断片化の測定から、SIgA 発現植物のサン
プルが Caco-2 のアポトーシスを抑制すること
が示された。 
 
(3) 小胞体保留シグナル KDEL を付加した分泌
片(SC-KDEL)単独発現トランスジェニック
植物の作製 

 
 レタスでの SIgA 発現レベルの解析から、バ
イオマスが大きくても、発現タンパク質濃度が
高くないため、十分量の SIgA を生産できてい
ないことが判明した。原因の一つと考えられる
のは、SCのタンパク質発現量が十分ではないこ
とである。そこで、より効率的な発現をめざし
て、小胞体保留シグナルとなるペプチド配列を
SC の C 末端側に付加したコンストラクトを作
製して、SC-KDELを単独発現するトランスジェ
ニックシロイヌナズナを作製した。これにより、
SCの発現量の顕著な改善が認められた。KDEL
配列の存在は小胞体からゴルジ体へのタンパク
質輸送を抑制する効果があるとされている。実
際SCと比較してSC-KDELでは植物特有の糖鎖
修飾が低下していることが判明した。 
 
(4) SC-KDEL と 2 量体 IgA を用いた SIgA の試
験管内構築およびトランスジェニック植物
の交配による SIgAの発現 

 
 SC-KDELと 2量体 IgAから、試験管内で SIgA
を構築できることを示した。また、Stx1B 特異
的 2 量体 IgA 発現シロイヌナズナと SC-KDEL
発現シロイヌナズナとの交配により、Stx1B に
結合する SIgA が植物体内で作られることが示
された。SIgAを一括で発現するシロイヌナズナ
と比べ、交配によって得られた植物において、
SIgAの発現量が高かった。 
 

(5) SC-KDEL を活用した植物で生産した
biologicsの経口投与における安全性評価 

 
 植物で生産したbiologicsの経口投与におけ
る安全性評価の一環として、部分精製した
SC-KDELをマウスに投与し、SCに対する抗
体産生を評価した。BALB/c マウスに一週間
間隔で SC-KDEL を経口あるいは静脈内から
4 回投与した。最終投与の一週間後、血清サ
ンプルを回収して SC-KDELに対する IgG抗
体産生を ELISAで評価した。SC-KDELを静
脈内投与したマウス血清中に、SC-KDEL に
結合するマウス IgG抗体が検出された。一方、
経口投与したマウス血清中には、SC-KDEL
に結合するマウス IgG抗体が検出されなかっ
た。さらに、陰イオン交換クロマトグラフィ
ーで精製した SC-KDEL を還元条件で
SDS-PAGEにて電気泳動し、マウス血清中の
SC-KDEL に結合する IgG があるかどうかを
western blottingにより評価した。ELISAの結
果と同じく、静脈内投与では SC-KDEL に結
合する IgG抗体が検出されたが、経口投与で
は全く検出されなかった。このことから、植
物で生産した biologics の一例として
SC-KDEL を用いた実験を行い、経口投与に
よってはアレルギーの原因となりうる抗体
産生が起きないことが示された、一方、静脈
内投与ではペプチド部分がマウス由来の同
種タンパク質ではあっても、恐らく植物型糖
鎖修飾を原因として、投与したタンパク質に
対する抗体産生が起きることが示唆された。 
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