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題 目:Studies　 on　expression　 and　localization　 ofrice　 allergens　 in　a　rice-based　 oral　cholera

　　 　　　　 vaccine,　 MucoRice-cholera　 toxin　B-subunit

　　 　 (コ メ 型 経 ロ コ レ ラ ワ ク チ ンMucoRice-CTBに お け る ア レル ゲ ン 性 タ ン パ ク質

　　 　　　　　　　　　　 の 発 現 お よ び 局 在 性 に 関 す る研 究)

　本研究は,新 しい経ロワクチン開発にあた りアレルギー誘発物質の観点から,コ メ型経 ロワクチ

ン 「MucoRice-CTB」 における内在アレルゲン性タンパク質の発現レベルをプロテオミクス法により

分析す ると共に,主 要アレルゲン性タンパク質の細胞内局在性を免疫組織化学的手法により解析 し,

将来のコメ型経 ロワクチンのあり方を研究 ・考察 したものである.

Chapter　1:General　introduction.(序 論)

　 種子 は糖 脂 質,タ ンパ ク質 を蓄積す るた めの貯蔵 スペー スが豊 富で,有 用 タンパ ク質の生産場

所 と して適 してい る.特 に,イ ネ はゲ ノム配列 が解読 され てお り,形 質転換 システ ムの確 立,自 家

受 粉能,高 収 量,保 存や 輸送 が容易 などの点で,生 産 システ ム として も多 くの利点が ある.ま た,

イ ネ種子(米)を 用いた遺伝子発現系は複数の 目的タンパ ク質の同時発現,ヒ ト病原体 に対す る汚

染 リス クの低減化,胃 や腸 での消化酵素耐性 付与 な どの更 なる利 点が ある.本 論文で は,コ レラ毒

素B鎖(CTB)遺 伝子 を栽培イネ 品種 日本晴'に 導入 し,種 子 中で高発 現 させた形質転換イネ の種子

(米)をrMucoRice-CTB」 と定義(商 標 登録 済み)し,研 究対象 として用 いた.　rMucoRice-CTB」

は,精 製 の必要 がない こ とか ら冷蔵保存 と注射 針 を必要 としないコー ル ドチ ェー ンフ リー経 ロワク

チ ン と して開発 された.こ れ までの研究か ら,こ の経 ロワクチ ンは室 温で3年 間保 存 した後 もワク

チ ン として コレラ毒素に対す る下痢抑制効果 を維持 し,さ らにCTBと 大腸菌易熱性毒素(LT)B鎖

との相 同性 か ら旅行者 下痢症 の主た る原因毒素 であるLTに 対 して も防御 効果があ ることが証 明 さ

れてい る.

　 「MucoRice-CTB」 は,内 在性 のイネ種子貯蔵 タンパ ク質 である13　kDaプ ロラ ミン とグルテ リン

Aに 特異的 なRN瀬 配列 を導入す ることに よって,貯 蔵 タ ンパ ク質の発現 を抑制 した状態でCTBを

高発 現す るよ うに設計 された米 である.「MucoRice-CTB」 は既 に治 験 に向けた開発 が進展 して いる

が,実 際 に ヒ トに経Q投 与 す る粉 末 量 は 食 用 炊 飯 米 の 摂 取 量 よ りも は る か に少 な い.

「MucoRice-CTB」 は,遺 伝子組換 え食 品ではな く医薬品 として扱 われ るが,ワ クチンタンパ ク質 を

精製 す るこ とな く米粉末 のまま経 口摂取す るこ とか らア レル ギー誘 発性 の有無が懸念 され,遺 伝子

組換 え食品 と同等 の安全性評価が必要 である と考 えられた.そ こで,本 論文 では経 ロワクチ ン開発



にあた りア レル ギー誘発物質 の観 点か ら,rMucoRice-CTB」 の 内在ア レル ゲン性 タンパ ク質 の発現

レベル をプ ロテオ ミクス法によ り分析す る と共 に,主 要ア レル ゲン性 タンパ ク質の細 胞内局在性 を

免疫組織化学 的手 法に より解析す るこ とを 目的 とした.

Chapter　 2:Expression　 of　major　 rice　allergens　in　MucoRice-cholera　 toxin　B-subunit,　 a　rice-based　 oral　cholera

　 　 　 　 vaccine　 by　using　proteomics　 approaches.

　 　 　 　 　 　 (プ ロテ オ ミクス 法 を 用 い た コ メ型 経 ロ コ レラ ワクチ ンMucoRice-CTBに お け る

　 　 　 　 　 　 主 要 コ メ ア レル ゲ ン性 タ ンパ ク質 の 発 現)

　 米 は広 く消 費 され て い るに も関 わ らず ア レル ギー誘 発 頻 度 は低 く,重 症 度 も一 般 的 に非 常 に低 い.

栽 培 イネ 品 種`日 本 晴'を 用 い て作 出 され た 「MucoRice-CTB」 は 遺 伝 子 組 換 え食 品で は な く医薬 品 で

は あ る もの の,そ の安 全 性評 価 は遺 伝 子 組 換 え食 品 の評 価 と同等 の 評 価 を行 う必 要 性 が考 え られ た.

そ こ で 第2章 で は,「MucoRice-CTB」 と コ ン トロー ル で あ る`目 本 晴'米 の コ メ ア レル ゲ ン性 タ ンパ

ク質 を抽 出 し,IgE結 合 活性 を イ ム ノブ ロ ッ ト法 で,量 的変 化 を蛍 光 標 識2次 元 デ ィ フ ァ レンス ゲ

ル 電 気 泳 動 法(2D-DIGE)で,発 現 タ ンパ ク 質 の 同定 を シ ョ ッ トガ ン質 量 分 析 法(Shotgun　 MS/MS)

を 用 い て 解 析 した.そ の 結 果,コ メ ア レル ギ ー の 主 要 ア レル ゲ ン と され るa-amylase/tryps血

inhibitor-like　protein　familyは,全 て の解 析 にお いて 「MucoRice-CTB」 で 減 少 して い る こ/とが 明 らか

とな った.そ の他 の ア レル ゲ ン性 タ ンパ ク質 は,2D-DIGEお よ びShotgun　 MS∠MS解 析 にお い て19

kDa　 globulinの 発 現 レベ ル に 減 少 が み られ た ほか,　 glyoxalase　 I,52　 kDa　 globulin,63　 kDa　 globulinに

つ い て は 有 意 な増 減 は認 め られ な か った.こ れ らの結 果 か ら,「MucoRice-CTB」 は`日 本 晴'と 比較

して ア レル ギ ー の 誘 因 とな る タ ンパ ク 質 の 有 意 な増 加 は 認 め られ ず,む し ろ α一amylase/trypsin

inhibitor-like　protein　familyの 顕 著 な減 少 が み られ た こ とに よ り,ア レル ゲ ン発 現 の観 点 か ら経 ロ ワク

チ ン と して 安 全 性 の担 保 が期 待 で き る と考 え られ た.

Chapter　3:Localization　of　CTB　 and　maj　or　rice　allergens　in　MucoRice-CTB-RNAi　 seeds　that　RNAi-mediated

　　　　　 suppression　of　the　endogenous　 storage　proteins.

　　　　　　 (RNAiに よ り内在性 貯蔵 タンパ ク質 を抑制 したMucoRice-CTB-RNAiに お けるCTBと

　　　　　　　主要 コメア レル ゲン性 タ ンパ ク質の局在)

　イネ種 子胚乳細胞 には,プ ロテイ ンボデ ィタイプ1(PB-1)と プ ロテイ ンポデ ィタイ プII(PB-II)と

呼ばれ る2種 類 の タンパ ク質貯蔵 オル ガネ ラが存在する.PB-1に 蓄積す る主 なタンパ ク質はプロラ

ミン,PB-IIに 蓄積す る主なタンパ ク質 は グルテ リンお よび グロブ リンで ある.プ ロラ ミンは粗面小

胞体 内腔 で合成,蓄 積 され るの に対 し,グ ル テ リンお よび グロブ リンは粗面小胞体 で合成 された後

ゴル ジ体 を経由 して タンパ ク質貯蔵液胞 へ輸送 され ,PB-Hを 形成す る.こ れまで に,イ ネ種子 中の

ア レル ゲ ン性 タンパ ク質の局在 は19kDa　 globulinが 明 らか となってい るのみで,他 のア レルゲン性

タンパ ク質 の局在 について詳細 な解析 を行 った報告はほ とん どなか った.第3章 では,イ ネ種子へ



の ワクチ ンタンパ ク質CTBの 発 現 とRNAiト リガー の導入効果の一方または両方 による内在性 貯蔵

タ ンパ ク質 とコメア レル ゲ ン性 タンパ ク質の局在部位 への影響 を調査す るために,研 究材料 として

以下の4種 類のイネ種子 を用 いて解析 を行 った.形 質転換イネ種子は,CTBを 発 現 しRNAiは 導入

していないrMucol惹ce-CTB」,　 RNAiを 導入 しCTBを 発 現 していないrMucoRice-RNAi」,　 CTBを

発現 しRNAiも 同時に導 入 したrMucoRice-CTB-RNAi」(2章 のrMu◎oRice-CTB」 に相 当)の3種

顛 であ り,こ れに コン トロール であ る`日本晴'を 加 えた計4種 類 である.す で に同定済み,あ るい

はコメア レル ギー患者血清 中IgE結 合活性 を示す主要 なコメア レルゲ ン性 タ ンパ ク質で あるRAG2

(a-amylase/trypsin　inhibitor-like　protein　familyの1種),19　 kDa　globulin,　glyoxalaso　l,52　 kDa　globulin,

63kDa　 globulinに 対す る抗 体 を用 いて蛍光免疫組織染色お よび免疫電顕解析 を行 った ところ,　c日本

晴`種 子 以外 の3種 類 の種子 においてRAG2の 局在 に変化が認 め られた.さ らにRA,G2の 発現 レベル

は,「Muc◎Rice-CTB-RNAi」 で 顕 著 に 減 少 し て い た.19　 kDa　 globulinに お い て も

「MucoRice-CTB-RNAi」 で の発 現 レベルの減少が認 め られたが,局 在部位 の変化 は認 め られ なかっ

た.そ の他 のア レルゲ ン性 タンパ ク質 にっ いては発現 レベル,局 在部位 共 に4種 類 のイ ネ種子 で変

化 はなか った.一 方,ワ クチ ンタンパ ク質 ℃TBの 発 現 レベル は 「MucoRice-CTB-RNAi」 にお いて

極 めて高 く,そ の局在 性はRAG2と 一致 していた.こ れ らの結果 か ら,「MucoRice-CTB-RNAi」 に

お けるCTBの 蓄積場所がRAG2の 蓄積場所 と競合 し,こ の ことが..　 の発現 量低 下に寄与 して

い る可能性が示唆 され た。以上 よ り,CTBの 発 現 とRNAiの 導入 は,ア レルゲ ン牲 タン尽 ク質 であ

るRAG2の 発現 レベルに影響 す るだ けでな く,CTBとRAG2の 局在 にも影響 を与 える こ.とが示唆 さ

れ た。

Chapter　4:General　conclusion.　 (総括)

　本論文 は コメ型経 ロコレラ ワクチ ン.rMucoRice.CTB」 の ヒ トへの投与にあた り,コ メア レル ゲン

誘発物質 の観 点か ら,プ ロテオ ミクス法お よび免 疫組織 化 学的手法を用 いて コメア レル ゲン性 タン

パ ク質 の発 現 と局在性 を解析 した.こ れ らの解析 の結果,RNAiを 導入 しイネ種 子内に強制発現 さ

せ た 目的 タンパ ク質の局在 部位 に よっては,ア レルゲ ン性 タンパ ク質 との局在 部位 の競 合が生 じ,

ア レル ゲ ン性 タンパ ク質 の発 現量 を低 減 させ る可能 性 があ るこ とが示唆 され た.本 研 究 に よ り,

「MucoRice-CTB」 は,ア レルゲ ン性 タ ンパ ク質RAG2を 含 むa-amylase!t【ypsin　inhibitor-like　protein

familyが 低減 した経 ロワクチ ンで あるこ とが明 らか とな り,今 後の遺伝子組 換 えによる コメ型経 ロ

ワクチンの開発 においては量のみ な らず タンパ ク質の局在性 も考 慮す る必要 が あるもの と結論づ け

た.


