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研究成果の概要（和文）：本研究は、オオムギを用いた食べるワクチンの開発を目指し、感染防

御抗原である豚回虫 As16 および毒素産生性大腸菌 fedF 抗原をコードする遺伝子を、従来のア

グロバクテリウム法に加え、花粉（microspore）への遺伝子導入法によりオオムギへの導入を

試みた。アグロバクテリウム法では、fedF 導入および As16 導入オオムギ各 1 個体ずつの再分

化体が得られたが、PCR により染色体への導入遺伝子の組込みは確認されなかった。花粉への

遺伝子導入では、コムギでは再生体が得られたが、オオムギ花粉を用いた実験では、再生体は

得られず、さらなる改善が要された。 

 
研究成果の概要（英文）：This study was carried out to establish barley edible vaccine in 

which Ascaris suum As16 gene or enterotoxic Escherichia coli fedF gene were introduced.  

Microspore transformation protocol as well as standard Agrobacterium-based 

transformation method has been performed.  Only one plant was regenerated from each of 

Agrobacterium-based As16 or fedF transformation, respectively, however, they were both 

negative for those gene integration in PCR.  No plats were regenerated from gene 

introduced barley microspores, though plants were successfully regenerated when wheat 

microspores were used.  Improvement in the transformation condition would be necessary. 
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１． 研究開始当初の背景 

畜産業界における感染症対策として用
いられる飼料添加物としての抗生物質
投与がバンコマイシン等に対する耐性
(緑膿菌)の出現の要因となること、抗生
物質が残留する可能性があること、さら
に、化学療法剤や抗生物質の過度の使用

により薬剤耐性病原体を出現させる可
能性があることからから、ワクチンの重
要性が増している。産業動物では、ワク
チンコストを抑えなければ、利益を生む
ことができなくなる。植物によるワクチ
ン抗原の作製は、非常に低コストで大量
に産生できることから注目されており、
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1992 年より、狂犬病ウイルス、口蹄疫
ウイルス、大腸菌外毒素、コレラ毒素な
どのウイルスや細菌の蛋白が、タバコ、
トマト、ジャガイモレタスなどの植物に
おいて作出されてきた。穀類は、可食部
位である種子の水分含量が 14%程度と
低く、単位重量あたりの蛋白含量が 6～
12%程度とジャガイモの 1.6%等に比べ
高く、単位重量あたりのワクチン蛋白含
量を高めることが期待できる。これまで
に、我々は、ブタ回虫の感染防御抗原で
ある As16 蛋白の遺伝子をイネに導入し、
コメ 1 グラムあたり５４μｇ程度の
As16 蛋白を産生させることに成功し、
さらに、その組換えコメをマウスに投与
することにより、ブタ回虫感染防御効果
があることを示した。イネは、わが国に
おいて、遺伝子導入技術も確立され、今
後も新機能開発米の確立が期待される
が、一方で、コメがトウモロコシ、コム
ギとともに 3 大穀物であることから、ヒ
トの食料との競合やヒトの消費用のコ
メへの組換え米の混入の危険性を避け
るため、家畜用の食べるワクチンのキャ
リアーとして、ヒトの消費の割合の比較
的低く、なおかつ現在家畜飼料として利
用されているオオムギを用いることを
考えるに至った。 

 

２． 研究の目的 

本研究は、ワクチン発現媒体としてオオ
ムギに注目し、ブタ回虫症およびブタ大
腸菌症をモデルとして、組換えオオムギ
の種子を用いた食べるワクチンの有効
性を検討することを目的とした。感染防
御抗原である豚回虫 As16 および毒素産
生性大腸菌 fedF 抗原をコードする遺伝
子を、オオムギの種子貯蔵蛋白の一つで
あるホルデイン D（D-Hordein, Hor3）
のプロモーターの下流に組込み、オオム
ギの胚乳に導入遺伝子産物を蓄積する
ような発現ベクターを構築し、オオムギ
への導入を試みた。また、粘膜免疫候補
抗原を探索する過程で、新たに人獣共通
感染症であるリーシュマニア症に対す
る感染防御抗原を認めたため、それにつ
いても合わせて食べるワクチンへの応
用を期待し、解析を進めた。 

 

３． 研究の方法 

①コドン改変導入遺伝子の作製 

豚回虫 As16 遺伝子（accession No. 

AB089179）は、豚型配列を鋳型とし、
コムギ型に改編したプライマーを用い
て PCR 法によりコドン変換した。大腸
菌 fedF 遺伝子（accession No. Z26520）
は、配列中のグアニン＋シトシン（G＋

C）の全塩基に対する割合を 63%とし、
コドン使用をオオムギ型に改変した塩
基配列を設計し、コドン改変した遺伝子
を、リン酸化した合成オリゴ DNA をラ
イゲーション反応により連結すること
により合成した。 腸粘膜表面に対する
親和性を高めるため、GM1-ガングリオ
シドに対する結合性を有する大腸菌由
来の易熱性エンテロトキシン B サブユ
ニット（LTB）遺伝子（accession No. 

EU113242）に関しても、fedF 遺伝子と
同様に合成した。 

 

②Gateway system (invitrogen)を利用
したオオムギ種子貯蔵蛋白質発現用ダ
ブ ル カ セ ッ ト ベ ク タ ー
pAM470_Hor_Sig の作製 

pET61-DEST（Novagen）、pAM470 を
鋳型として、pET61-DEST から attR1

サイト、ccdB 遺伝子、attR2 サイトを含
む約 1000 bp の DNA フラグメントを、
pAM470 から Nos ターミネーターを含
む DNA フラグメント約 1000 bp を、
attR サイトが上流となるようにお互い
を重ねるプライマーを用いて増幅、精製
した。これらをアニールさせたのち、両
端のプライマーを用いて PCR 法により
連結・増幅し、約 2000 bp のバンドから
DNA フラグメントを得た。 次に、オオ
ムギ、ゴールデンプロミス種のシュート
から Isoplant Ⅱ（Nippon Gene）を用
いて抽出した染色体 DNA を鋳型とし、
Hordein 3 プロモーター領域を、attR

サイトが下流となるようにお互いを重
ねるプライマーを用いて PCR により増
幅、精製した。得られた増幅断片を、先
に得た attR-Nos ターミネーター配列と
アニール後両端のプライマーを用いて
PCR 法により連結・増幅し、約 2500 bp

のバンドから DNA フラグメントを得た。 
この Hordein 3 プロモーターおよび
Gateway 配列を含む発現カセットの両
端に配置した制限酵素 HindIII、ScaI 切
断部位で切断し、ワシントン州立大学の
の Diter von Wettstein 博士から分与頂
いたダブルカセットベクターpAM470

（図１）の HindIII-ScaI フラグメント
とライゲーション反応により連結し、
Gateway Destination Vector として機
能する pAM470_Hor_Sig を作製した
（図２）。 オオムギ遺型に遺伝子改変し
た LTB 配列を、Gateway pDONR Zeo

ベクターに BP 反応により挿入し、
pDONRZeo-LTB を得た。As16 遺伝子
および fedF 遺伝子を制限酵素 BamHI、
SacI で切断し、pDONRZeo-LTB の LTB

遺伝子の下流にコドンフレームを合わ



 

 

せ て 挿 入 し た 。 得 ら れ た
pDONRZeo-LTB_As16 お よ び
pDONRZeo-LTB_fedF を 制 限 酵 素
ApaIで切断後、pAM470_Hor_SigとLR

反応させ、pAM470 ダブルカセットベク
ターにHordein 3プロモーターを含む発
現ユニットを含むpAM470_LTB_As16、
pAM470_LTB_fedF を作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．pAM470 ベクター 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．pAM470_Hor_sig ベクター 

 

③オオムギへのアグロバクテリウム法
による遺伝子導入 

③-1）アグロバクテリウムおよびオオム
ギ：ワシントン州立大学の Diter von 

Wettstein 博 士 か ら 分 与 さ れ た
Agrobacterium tumefaciens AGL1株を
カルベニシリン、アンピシリン含有固体
LB 培地上で培養し、得られたシングル
コロニーを用いて、エレクトロポレーシ
ョンによってプラスミドを導入し、カナ
マイシンでスクリーニングを行い遺伝
子組換えアグロバクテリウムを作製し
た。 遺伝子導入にはゴールデンプロミ
ス種のオオムギ（Hordeum vulgare）を
材料として用いた。 

③-2）培地：遺伝子導入および再分化の
方法は Harvath らの方法に準じた（図
３）。培地に用いた CIM0（pH 5.8）は
ムラシゲ・スクーグの培地に 30 g/L 

maltose、1.0 mg/L thiamine-HCl、0.25 

g/L myo-inositol 、 1.0 g/L casein 

hydrolysate、0.69 g/L L-proline、2.5 

mg/L dicamba (和光純薬)を加え、3.5 

g/L phytagel (Invitrogen)で固形化して
作製した。また、CIM4 は CIM0 に 5 

mg/L bialaphos と 200 mg/L timentin

を添加したもの、CIMg は CIM4 に 0.1 

mg/L 6-benzyl-aminopurine を添加し
て作製した。シュート形成培地（pH 5.6）
はムラシゲ･スクーグ培地の硝酸アンモ
ニウムの濃度を 165 mg/L に改変した培
地 に 62 g/L maltose 、 0.4 mg/L 

thiamine-HCl、0.1 g/L myo-inositol、1 

g/L casein hydrolysate 、 0.75 g/L 

glutamine 、 1 mg/L 

6-benzyl-aminopurine を添加し、3.5 

g/L phytagel で固形化して作製した。
RGMはCIM4から dicambaを除いた組
成である。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 図３．アグロバクテリウムを用いた 

遺伝子導入法 

 

③-3）遺伝子導入：未熟胚から誘導した
509個のカルスを用いてアグロバクテリ
ウム AGL1-LTB-As16 と共存培養を行
い 、 803 個 の カ ル ス を 用 い て
AGL1-LTB-fedF と共存培養を行った。
また、20 個のカルスは共存培養を行わ
ずに再分化を誘導した。共存培養を行わ
なかったカルスに関しては、CIM4 培地
の代わりに CIM0 を用い、bialaphos と
timentinを除いた組成の CIMgと SGM

と RGM を用いて再分化を誘導した。  

③-4）導入遺伝子の検出：再分化して得
られた植物体、および植物体まで成長し
なかったカルスから染色体 DNA を抽出
し、PCR によって遺伝子導入の有無を
確認した。プライマーは、アグロバクテ
リウムにより導入される LB および RB

に挟まれた領域を基に作成したものと、
pAM470 の導入カセット外の領域を基
に設計したものをそれぞれ用い、植物染
色体に導入された遺伝子断片と、混入し
たアグロバクテリウムに由来する増幅
断片を区別した。一部の PCR 増幅産物
については、クローニング後、塩基配列
を決定した。 

 

④ オ オ ム ギ お よ び コ ム ギ 小 胞 子
（microspore）への遺伝子導入  

明期 24℃±2℃、暗期 20℃±2℃で、18

時間明期、6 時間暗期で温室内で栽培さ
れた Bob、Merlin、Lysiba、Meresse

種のオオムギ（Hordeum vulgare）およ



 

 

び Bob White 、 Chris 種のコムギ
（Triticum aestivum）を用いた。 小胞
子への遺伝子導入法はコムギ小胞子を
用いて確立されているため、陽性対照と
してコムギも並行して処理した。 

④-1）小胞子の分離：第一苞穎から芒が
2 cm 程でた状態に成長したコムギを第
2 節で切り取り、第一苞穎以外の葉を全
て取り除いた。これらの穂 6-10 本を、
前処理として 100 mLの 0.05%硫酸銅水
溶液または 0.05%硫酸銅＋0.4 M マニ
トールに浸し、10-14 日間 4℃暗所に放
置した。葉と茎を取り除き 10%コマーシ
ャルブリーチで 10分間処理後、滅菌DW

で 3 回洗浄した。殺菌した穂を約 1 cm

大に切り、0.4 M マンニトールで満たし
たカップ内で破砕した。試料を 100 μm

メッシュで濾し、濾液を 50 μm メッシ
ュに乗せ、混雑物を除き、50 μm 上の
サンプルを 45 mL の 0.4 M マニトール
に懸濁した。900 rpm で 5 分間遠心し上
清を取り除いて4 mLの0.4 M マンニト
ールに懸濁し、10 mL の 21%マルトー
スの上に重層し、500 rpm で 3 分間遠心
た。小胞子を含む層を回収し、10 mL の
0.4 M マンニトールで 2 回洗浄し、遺伝
子導入に用いた。 オオムギの小胞子は
コムギの小胞子分離のプロトコルに準
じたが、前処理に 1490 mg/L KCL、120 

mg/L MgSO4、110 mg/L CaCl2、140 

mg/L KH2PO4を 0.4 Mマニトールに溶
解させたもの（pH 7.0）を用い、前処理
に用いる穂の数を13-15本とした。また、
50 μm メッシュに代えて 38 μm メッ
シュを用いた。  

④-2）エレクトロポレーション：洗浄し
たマイクロスポアを 1.5 mL のエレクト
ロポレーションバッファー（98.1 mg/L

アセトシリンゴン含有 0.4 M マニトー
ル）に懸濁し、最終濃度 20 ng/μL とな
るようプラスミド pAM470_LTBまたは
pAM470_LTB_As16 を添加して室温で
5 分間インキュベートした。その後、氷
冷した 0.2 mmギャップのエレクトロポ
レーション用キュベットに 500μL ずつ
加え、表１の条件でエレクトロポレーシ
ョンを行った。  

④-3）カルス誘導 ：エレクトロポレー
ションを行ったサンプルを 60 x 15 mm

ディッシュに移し、コムギ小胞子には
2-2.5 mL の 0.1%コルヒチン添加
NPB-99 培地を加えて、マイクロスポア
の密度が 1 x 104-1 x 107 /mL となるよ
うにし、同種の子房を 6-8 個加えてディ
ッシュをパラフィルムで封じて 28℃暗
所にて共培養した。また、オオムギの小
胞子にはカルス誘導培地として IMI を

用いた。  

④-4）コルヒチン除去：カルス誘導開始
から 5-7日経過したサンプルを 0.4 Mマ
ニトールで洗浄してコルヒチンを除去
し、3 mL の NPB-99 または IMI 培地で
新しい子房 6-8 個と 28℃暗黒条件で共
培養を行った。  

④-5）再分化：約 2 mm 程に成長したカ
ルスを 100 mmディッシュの固体培地 1

枚につき約 20 個ずつ植え替えた。この
際用いた培地は、コムギのカルスでは
MMS5 培地に CuSO4･5H2O 5 mg/L; 

Ascorbic acid, 5 mg/L 加え、Phytagel 

(Promega)で固形化した。また、オオム
ギのカルスには IMR を用いた。  

④-6）再分化体の形質転換の有無の確
認：再分化体の葉から CTAB 法を用いて
抽出した DNA を鋳型として、導入プラ
スミドを基に設計したプライマーを用
いて PCR 法により導入遺伝子の組込み
を確認した。 

 

⑤大腸菌産生 fedF 蛋白の産生と、マウ
ス抗血清の作製 

⑤-1）fedF 蛋白の産生：上記の fedF 遺
伝子の接着領域（FedF50aa）を BamHI

および SalI の制限酵素切断配列を含む
プ ラ イ マー で 増 幅し、 pMAL-cRI

（ Invitrogen）に導入した。同様に
pTrcHisB （ Invitrogen ）、 pGEX5X3

（Amersham）、pET-19B（Novagen）、
pPROEX HTa（Invitrogen）も用いたが、
蛋白発現量が低い、不溶化するなどの理
由により、以後は pMAL-cRI のみを用い
た。pMAL-cRI からは、精製用にマルト
ース結合蛋白(MBP)と fedF の融合蛋白
が産生される。また、FedF の腸上皮細
胞接着領域と GFP の融合タンパク質を
作 製 す る た め 、 pIRES2-EGFP

（Clontech）から PCR により増幅した
EGFP 遺伝子を fedF の下流に融合した
ものも同時に作製した。発現ベクターを
大腸菌 BL21 株に導入し、最終濃度
0.1-0.5 mM の IPTG により目的遺伝子
の発現を誘導した。菌体を超音波破砕し、
マルトースゲルを用いたアフィニティ
クロマトグラフィーを行った。透析後、
試料中のタンパク質濃度をブラッドフ
ォード法により測定した。 

⑤-2）マウス抗血清の作製：埼玉実験動
物から購入したddy雌 6週齢マウス１３
頭を用いた。５頭に MBP-fedF50aa 融
合蛋白を、5 頭には MPB を Freund's

アジュバント（FCA/FIA）とともに 3 回
免疫した。残り３頭は、PBS をアジュバ
ントとともに接種した。 

⑤-3）マウス血清中の抗体の検出：免疫



 

 

後、各マウスから血清を得、定法により
ELISA法により抗 fedF抗体を検出した。 

 
４． 研究成果 

①オオムギへのアグロバクテリウム法
による遺伝子導入 
 ゴールデンプロミスの未熟胚から誘導
したカルスにアグロバクテリウム法に
より fedF、As16 両遺伝子を導入させた
結果を表１に示した。アグロバクテリウ
ム感染後、シュートを形成しなかったカ
ルス（fedF 導入体７株、As16 導入体３
株）より DNA を抽出し、PCR 法により
pAM470 中の導入カセット（fedF、As16、
bar の各遺伝子領域）および導入されな
いプラスミド領域（塩基配列の 4000bp、
6500bp、9000bp付近の 3か所）を基に設
計したプライマーを用いて増幅した。そ
の結果、すべてのカルスにおいて、導入
遺伝子領域の増幅産物が得られた。しか
しながら、ほとんどの試料からは、同時
に導入カセット外のベクター配列も増
幅され、カルスにアグロバクテリウムの
混入が示唆された。As16遺伝子導入カル
スの 1株で、検出限界の 200倍の DNAを
鋳型に用いてもベクター領域が増幅さ
れない株があり、導入成功率は不明であ
るが、カルスへの遺伝子導入には成功し
ていると考えられる。ビアラホスにより
枯死するカルスがあること、および、bar
発現がユビキチンプロモーターでドラ
イブされており、植物体内で発現するこ
とも、カルスへ導入された遺伝子からの
除草剤耐性遺伝子発現であることを示
唆している。培養土で生育した再分化体
の葉から染色体 DNAを抽出し、導入遺伝
子の PCR 法による検出を試みたところ、
fedF遺伝子導入オオムギでは、特異的な
増幅が認められなかった。一方、As16
遺伝子導入オオムギでは、As16、bar 領
域について、ともに pAM470_LTB_As16の
PCR 産物のバンドとは異なるサイズの明
瞭なバンドが増幅された（図４）。この
PCR 産物の塩基配列を決定したところ、
As16 プライマー増幅産物は As16遺伝子
と 44-46%の相同性しか示さず、barプラ
イマー増幅産物は bar 遺伝子と 43-46%
の相同性しか認められなかった。そこで、
BLASTサーチを行ったところ、As16プラ
イマー増幅産物（740bp）はプライマー
配列から 150～363bp の領域がオオムギ
遺伝子配列（accession No. AK373865）
と、437～634bpの領域が先の配列と連続
するオオムギ遺伝子配列とそれぞれ 97%
の相同性を示した。bar プライマー増幅
産物（916bp）はプライマー配列から 15
～653bp の領域がオオムギの第 5染色体

に あ る DNA 配 列 （ accession No. 
AY268139）と 90%の相同性を示した。ま
た、増幅配列の一部に pAM470_LTB_As16
のライトボーダー配列と 82%のホモロジ
ーを有する 17 塩基が含まれていたこと
から、As16遺伝子導入よりオオムギ染色
体に変異が入ったと考えられる。本研究
で得られた、植物体へ成長しなかったカ
ルスからは理論値とほぼ同じ通りのサ
イズのバンドが増幅されたことから、ほ
とんどの遺伝子挿入は理論通りに行わ
れたと思われる。  
本研究において、アグロバクテリウム法
を用いて遺伝子導入を試みた全カルス
数に対して得られた再分化植物体数の
割合は 0.15%であった。一方、アグロバ
クテリウム未感染のカルスでは 20 個全
てが再分化し、そのうち培養土に植え替
えた 10 体全てが成体となった。基本的
なところであるが、感染に用いたアグロ
バクテリウムの除去、未熟胚の採取や培
養条件等に検討の余地があると思われ
る。 
 
 
 
 

 
表１．アグロバクテリウム法による 

オオムギへの遺伝子導入結果 
 
 
 
 

 
 図４．As16遺伝子導入オオムギ染色体 

DNAからの PCR法による bar  
および As16遺伝子検出 

  レーン１～３は、As16導入オオムギ 
DNA、レーン４～６は導入プラスミ 
ドを濃度を変えて鋳型とした。レー 
ン７は野生型オオムギ DNA 

 
②オオムギおよびコムギ小胞子への遺
伝子導入 
オオムギ小胞子を用いた遺伝子導入で
は、再分化体を得ることができなかった。
コムギ小胞子を用いた遺伝子組換えサ
ンプル場合は、Chris 種の小胞子から 5
つの再分化体を得、そのうち一つが自家
受粉により結実した。これら 5つの再分
化体の葉から抽出した染色体 DNAを鋳型
として PCR法により遺伝子導入の有無を
確認したところ、特異的な増幅は確認さ
れず、形質転換体が得られなかった。 
オオムギの小胞子は、コムギのものより
小さく（図５）、エレクトロポレーショ



 

 

ンに用いる小胞子の数、電圧や電気容量
について詳細な条件検討する必要があ
る。また、コルヒチン処理を行う時期に
ついても、まだ条件が確立されておらず、
本研究からもシュートと根が再分化し
た後に行うことで植物体の生存率を上
げられる可能性が示唆された。今回は
pAM470を用いたが、よりコンパクトなベ
クターを用いることにより導入効率が
上がるかもしれない。また、小胞子は pH
の変化に敏感なため、初期に抗生物質な
どによる選択ができないが、コルヒチン
処理によりホモ 2倍体を得られることか
ら、形質転換体を得、効率的に解析する
のに大変有用な手法である。今後も条件
を検討し、オオムギ小胞子からの形質転
換法を確立したいと考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図５．オオムギ小胞子 

 
③大腸菌産生 fedF 蛋白の産生とマウス
抗血清の作製 
pMAL-cRI に fedF50aa 遺伝子および
fedF50aa-EGFP融合遺伝子を大腸菌 BL21
導入し、IPTG添加により蛋白産生を誘導
したところ、SDS-PAGEにより、目的蛋白
の産生および可溶化が確認された。
fedF50aa-EGFP が蛍光を発することが確
認できたので、ETECが接着するとされる
ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞に添加し培
養したが、Caco-2細胞への接着は観察さ
れなかった。接着試験は、今後、豚腸上
皮初代培養細胞を用いて再検討する必
要があると考えられる。また、MBP-fedF
を接種したマウスから、経時的に回収し
た血清を用いて MBP-fedF を抗原とした
ELISA を行ったところ、反応性が検出さ
れた（図６）。 
 
 
 
 
 
 

 
図６．fedF50aa免疫マウス血清を用い 

た ELISAの結果 

fedF 抗体を用い、今後 fedF を発現する
組換えオオムギの摂食（免疫）試験の評
価に利用できるように、in vitroの接着
阻止試験系を確立したい。 
 
④リーシュマニア粘膜免疫候補抗原の
解析 
Leish-111f 経鼻投与した 2 週間後に、
Leishmania major PM2株を投与マウスの
尾根部に接種したところ、1 回～6 回投
与マウスのすべてで病変の形成が阻止
された（図７、論文①）。次に Leish-111f
のペプチドライブラリーを用い、粘膜免
疫マウスにおいて認識される Th1エピト
ープ領域を同定した。さらにペプチドの
経鼻免疫により、マウスにおいてある程
度の感染防御効果を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７．Leish-111f経鼻免疫マウスにお 

ける感染後病変形成阻止 
 
⑤その他の成果 
家禽ニューカッスル病への応用を考え、
インドネシアにおいて、強毒内蔵型株を
分離した（論文②）。また、コムギ共生
パントエア菌抽出成分経口投与による
免疫賦活効果を認め（文献③）、オオム
ギを用いた食べるワクチン経口投与時
への免疫増強手段となる可能性が示唆
された。 
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