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研究の目的 
 近年、ヒトや動物の健康維持・増進に寄与する生理機能性の食品や飼料に関する研究

が益々盛んに行われるようになった。１９９３年には、我が国独自の特定保健用食品制

度(世界では FOSHU の名で知られている)が厚生労働省認可の下に発足し、現在までに

約８００製品以上が認可されている。中でも、整腸作用を発揮するプロバイオティクス

を使用した発酵乳製品は初期の段階で認可され、大変馴染み深いものとして位置づけら

れている。しかしながら、プロバイオティクスを含む免疫機能性の食品創製は、その免

疫機能性の評価基準がないことから実現されておらず、未だ特定保健用食品として位置

づけられるまでには至っていない。そこで、本研究では、齧歯類よりもヒトに近いブタ

をヒトモデル系として、自然免疫に重要なパターン認識受容体に着目し、プロバイオテ

ィクスの中でも、免疫機能性を発揮するイムノバイオティクスの分子免疫評価システム

の構築を目的とした。 
 
方法 
 ブタパターン認識受容体(PRR)の cDNA について、成熟ブタの腸管関連リンパ組織

(GALT)よりクローニングした(1-3)。具体的には、ヒトおよびマウスにおける保存領域

から作成したプライマーによりブタGALT由来のトータルRNAから cDNAを合成後、

配列およびその特徴を解析した。ヒト胎児腎臓細胞(HEK293 細胞)にリポフェクション

法により、得られたブタ PRR 遺伝子を導入後、そのリガンド応答性について NF-κB
レポーターアッセイにより検討した(1-3)。レポーターアッセイは、ブタ PRR 発現細胞

に、ヒト NF-κB 遺伝子 A1 および A2 をコードする pGLM-ENH-luci ベクターを導入

後、各種リガンドで刺激し、定法に従い化学発光を測定する方法で行った。 
 
結果 
 本研究では、ブタ GALT より、パターン認識受容体の中でも、ヌクレオチド多量体

化ドメイン-1(Nod1)、Nod2 および Radioprotective 105(RP105)/MD-1 をクローニング

した。それぞれの塩基およびアミノ酸残基数とマウスおよびヒトに対する相同性につい

て Table 1 にまとめた。イムノバイオティクスの分子免疫評価システムを構築する目的

から、上記のブタ PRR の遺伝子導入 HEK293 細胞を作出し、各々の目的のタンパク発

現を確認した。ブタ Nod 発現細胞を用いて、イムノバイオティック乳酸菌のようなグ

ラム陽性細菌に多く含まれるペプリドグリカン由来の低分子断片に対する応答性を評

価した。その結果、ブタ Nod2 発現細胞において、ムラミルジペプチド(MDP)刺激によ

り、顕著な NF-κB 活性の増強が認められた。また、ブタ Nod1 導入細胞においては、



γ-D-グルタミル-メソ-ジアミノピメリン酸 (iE-DAP)の刺激により顕著な活性が認めら

れた。さらに、メソ-ジアミノピメリン酸 (meso-DAP)でもその活性が認められたことか

ら、Nod1 のリガンドの最小単位が考えられた(Figure 1)。 

 我々は以前に、Lactococcus lactis subsp. cremoris が生産する菌体外多糖(EPS)が示す抗

腫瘍作用や免疫賦活作用について報告したが(4, 5)、その受容体からシグナル伝達機構

の詳細については解明されていなかった。本研究の PRR 遺伝子導入細胞系の解析により、

EPS が RP105/MD-1 に認識され、フォスファチジルイノシトール-3-キナーゼ(PI3K)お
よびブルトンズチロシンキナーゼ(BTK)を介するシグナル伝達により免疫活性を発揮

することが判明した(Figure 1)。 
 

Table 1. Characterization of porcine PRRs (NOD1, NOD2, RP105 and MD-1)   

 Length of ORF Homology to human Homology to mouse  
PRRs 

 nu *1 (bp) aa*2 nu (%) aa (%) nu (%) aa (%)  
Accession 

 NOD1  2862 953 86.7 83.8 80.9 79.2  AB187219
 NOD2  3039 1013 84.4 81.6 77.9 76.6  AB195466
 RP105  1986 661 84.1 77.6 75.3 70  AB190767
 MD-1  480 159 77.7 76.5 72.8 71.1  AB190766
*1 nu = nucleotides, *2 aa = amino acids 
 
         

 
 

Fig. 1. Schematic representation of the recognition of immunobiotics and 

            immunogenics by NOD1, NOD2 and RP105/MD-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
結論 
 イムノバイオティック乳酸菌やその活性成分（イムノジェニックス）の免疫機能性に

関する研究は、機能性の食品、サプリメントや飼料の開発に貢献するものと考えられる

(6, 7)。我々の研究から、イムノバイオティクスは、GALT において自然免疫細胞に発

現する PRR を介して、健康維持・増進効果を発揮するものと考えられた。また、ブタ

PRR はヒトに相同性が高く、そのリガンド特性もヒトに類似することから、ブタがヒ

トモデル系として有用であることが期待される。今後、ブタ GALT における PRR を介

する免疫システムを詳細に解明することは、ヒト粘膜免疫モデルシステムを構築する上

で非常に有意義である。 
 我々はこれまでに、ブタ PRR ファミリーのクローニングとそのリガンド特性につい

て追究してきた(8-13)。その過程で、ブタ PRR 発現細胞の作出により、新たに幾つか

のイムノジェニックスを同定することができた。これらの細胞系により、リガンドと受

容体の関係を基礎としたイムノバイオティクスの的確な分子免疫評価システムが構築

でき、優れたイムノバイオティクスの選抜から、イムノバイオティクスの分子免疫調節

機構に関する新たな知見が得られるものと大いに期待できる。本研究の成果が、将来的

には、腸管免疫を介する免疫機能性の食品・飼料や経口ワクチンの開発の一助に発展す

ることを願いながら、さらに追究したいと考えている。 
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