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リウマチ性関節炎とは、遺伝的な

背景及び病原菌、ストレス、ホルモ

ンバランスなどの環境因子を原因

とする自己免疫疾患であり、滑膜増

殖、破骨細胞活性化などによる関節

の慢性的な炎症の慢性化とそれに

伴う関節の破壊が起こる。患者数は

日本全国で70～100万人と推定され、

男女比は 1対 4と女性に多い疾病で

ある。早ければ 20 歳代で発症し、

30～50 歳代が発症のピークで高齢

化に伴い増加傾向にあると言われ

ている。発病原因は明らかにされて

いないが、いくつかの因子の関与が

示唆されている。例えば、HLA-DR1 と-DR4 など特定のタイプのヒト主要組織適合遺伝子複合体

（HLA）の関与（Todd et al., 1988）や性ホルモンバランスの関与（Cutolo et al., 2002）が報告さ

れている。また、患者血清中には、IgG の Fc 領域に対する自己抗体（リウマトイド因子）や、

DNA に対する抗体が検出されることが知られている（山本, 1994）。さらに、患者血清中には自

身の関節軟骨に存在するⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンに対する自己抗体が検出され、自己免疫性炎症反応の

原因のひとつであると考えられている（Cremer et al., 1998）（（（（図図図図１１１１））））。 

リウマチ性関節炎の治療法として、薬剤療法と手術療法があるが、複数の因子により発症する

自己免疫疾患であるため、根本的治療法は無いのが現状である。薬剤療法として、免疫調整剤や

免疫抑制剤を用いて、自己免疫性の関節炎を抑制し、関節の変形及び破壊を防ぐ方法がある。こ

の場合には、効果の発現までに数ヶ月を必要とし、また、皮膚、腎、肺、造血器への副作用があ

るため、定期的な検査と専門医の指導に基づく適切な処方が必要である。 

近年、抗原由来のＴ細胞エピトープを含むペプチドを注射や経鼻、経口ルートにより投与する

ことによって、免疫寛容が成立することが報告されている。免疫寛容とは、特定の抗原に対して

免疫応答が抑制される現象で、その機構としては、Ｔ細胞応答の抑制・不応答や、Ｔ細胞自身が

アポトーシスにより死滅することが示唆されている。腸管は摂取された食物を介して、常に外来

抗原に曝されており、最大の免疫組織であると言うこともできる。経口ルートで侵入する抗原に

対して特異抗体を産生し、異物を排除するシステムを持っており、この抗体による異物排除の機

構には腸上皮細胞やリンパ球が関与する。その一方で、腸管では食物抗原などに対する不要な反

応を抑えるために経口免疫寛容といわれるシステムも持つ。つまり経口的経口的経口的経口的にににに摂取摂取摂取摂取したしたしたした抗原抗原抗原抗原にににに対対対対
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してはそれらにしてはそれらにしてはそれらにしてはそれらに特異的特異的特異的特異的にににに免疫抑制免疫抑制免疫抑制免疫抑制

反応反応反応反応がががが誘導誘導誘導誘導されるされるされるされるのである。 

この経口免疫寛容を利用して、ニ

ワトリの II 型コラーゲンやヒト II

型コラーゲンのＴ細胞エピトープ

を含むペプチド（免疫寛容原性ペプ

チド）を経口投与することにより、

リウマチ性関節炎の予防・治療効果

が期待できるという報告がある

（Trentham D.E. et al, 1997, Khare 

S.D et al 1995）（（（（図図図図 2222））））。そこで、リ

ウマチ性関節炎の原因のひとつと

して知られている II 型コラーゲンの免疫寛容原性ペプチドを日常的に食べることが可能なイネ

種子の中に組換えDNA技術を用いて蓄積させることができれば、経口免疫寛容現象を利用した、 
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を開発できるという発想の下に、II 型コラーゲン免疫寛容原性ペプチドを種子に集積する形質転

換イネの開発に着手した。 

 

２２２２．．．．開発開発開発開発のののの特徴特徴特徴特徴 

① イネの胚乳特異的プロモーターを用いて、4 つの免疫寛容原性ペプチドを連結したポリペ

プチドをコードする遺伝子を登熟期イネ種子で高発現させ、胚乳中に蓄積させた。通常、

ペプチドは胚乳内に集積しにくいことが知られており、集積を高めるため、主要な貯蔵タ

ンパクであるグルテリンとの融合タンパク質として発現させた。 

② 経口摂取した場合に、消化管内でこれらの融合タンパク質から効率的に免疫寛容原性ペプ

チドが切り出されるよう、グルテリン及び各ペプチド間に腸管の消化酵素であるキモトリ

プシンによって切断されるアミノ酸（チロシン）を導入した。 

③ 免疫寛容原性ペプチドを高発現させるため、４連続ペプチドの人工遺伝子の配列には、イ

ネの貯蔵タンパク質で高頻度に使用されるコドンを用いて作成した。 

④ 消費者の安全性に対する懸念に配慮して、選抜マーカー遺伝子である抗生物質耐性遺伝子

を含まない形質転換イネを選抜した。 

 

３３３３．．．．材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

１１１１））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド発現用発現用発現用発現用ベクターベクターベクターベクターのののの 

構築構築構築構築 

ヒト II 型コラーゲンペプチドのアミノ

酸配列をもとに、イネで最も使用頻度の高

いコドンを用いた塩基配列を決定した。こ

の配列を基に、制限酵素認識配列、及び消

化酵素によって認識されるアミノ酸（チロ

シン）をコードするコドンを付加したもの
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◆◆◆◆ 関節関節関節関節リウマチリウマチリウマチリウマチ患者患者患者患者へのへのへのへのニワトリニワトリニワトリニワトリⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンのののの経口投与経口投与経口投与経口投与によるによるによるによる症状症状症状症状のののの
緩和緩和緩和緩和（（（（ TrenthamTrenthamTrenthamTrentham D.E. D.E. D.E. D.E. et alet alet alet al, 1997 , 1997 , 1997 , 1997 ））））

◆◆◆◆

関節炎関節炎関節炎関節炎発症発症発症発症マウスマウスマウスマウスへのへのへのへのヒトヒトヒトヒトⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン免疫寛容原性免疫寛容原性免疫寛容原性免疫寛容原性ペプチドペプチドペプチドペプチドのののの経口投与経口投与経口投与経口投与
によるによるによるによる症状症状症状症状のののの予防予防予防予防・・・・治療効果治療効果治療効果治療効果（（（（ KhareKhareKhareKhare S.D. S.D. S.D. S.D. et alet alet alet al, 1995, 1995, 1995, 1995 ））））

◆◆◆◆ 関節炎関節炎関節炎関節炎発症発症発症発症マウスマウスマウスマウスへのへのへのへのヒトヒトヒトヒトⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン免疫寛容原性免疫寛容原性免疫寛容原性免疫寛容原性ペプチドペプチドペプチドペプチドのののの経口投与経口投与経口投与経口投与
によるによるによるによる症状症状症状症状のののの予防予防予防予防・・・・治療効果治療効果治療効果治療効果（（（（ KhareKhareKhareKhare S.D. S.D. S.D. S.D. et alet alet alet al, 1995, 1995, 1995, 1995 ））））

◆◆◆◆

・・・・3333量体量体量体量体をををを形成形成形成形成

・・・・約約約約300300300300ｋｋｋｋDaDaDaDa

・・・・関節関節関節関節のののの主要構造主要構造主要構造主要構造タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質

TTTT細胞細胞細胞細胞エピトープエピトープエピトープエピトープをををを含含含含むむむむ配列配列配列配列
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を 1 つの単位として、これを 4 つ連結した DNA 断片を作成した。この 4×II 型コラーゲンペプ

チドをコードした DNA 断片を、グルテリン cDNA と連結した後、アグロバクテリウム法でのコ

トランスフォーメーション用ベクター(pSB26)のプロモーター直下に挿入し、グルテリン融合タ

ンパク質として登熟期種子特異的に発現させるベクターを構築した((((図図図図３３３３))))。 

 

２２２２））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有ＧＭＧＭＧＭＧＭライスライスライスライス系統系統系統系統のののの作出作出作出作出とととと選選選選抜抜抜抜 

作成したベクターと薬剤耐性遺伝

子であるハイグロマイシン耐性遺伝

子を含むベクターとを相同組換え法

を用いて融合し、アグロバクテリウム

を形質転換後、コシヒカリカルスに感

染させ、形質転換イネを作成した（コ

トランスフォーメーション）。作成し

た形質転換イネ再分化個体の幼苗を

ゲノム DNA-PCR に供し、遺伝子が導

入された株のみを選抜し、生育させた。

自殖第１世代の種子を半分に分割し、

胚乳側をコラーゲンペプチド特異抗

体を用いたウエスタンブロット解析

に供し、一方、胚側は発芽させて幼苗をゲノム DNA-PCR により解析した（（（（図図図図 4444））））。さらに、自

殖第２世代の遺伝型分析も併用し、最終的に薬剤耐性遺伝子を持たず、且つ、ホモ接合型の目的

遺伝子を持ちコラーゲンペプチドを多く発現・蓄積している系統を選抜した。 

 

３３３３) ) ) ) マウスマウスマウスマウスへのへのへのへのコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMGMGMGM ライスライスライスライスのののの経口投与経口投与経口投与経口投与によるによるによるによる関節炎抑制能関節炎抑制能関節炎抑制能関節炎抑制能のののの評価評価評価評価 

DBA/1J マウスは、ヒトのリウマチ性関節炎の動物モデルとして、またコラーゲン誘導関節炎

を発症するマウスとして多くの研究で用いら

れている。DBA/1J マウスに異種Ⅱ型コラーゲ

ンをアジュバンドである FCA（ Freund’s 

complete adjuvant）と共に免疫することによっ

て関節炎を誘発できることが示された

（Courtenay et al.,1980）。この報告以降、

DBA/1J は主要なコラーゲン誘導関節炎発症

モデルマウスとして用いられるようになった。 

本研究では、このマウス関節炎モデルを用

いて、関節の腫脹（（（（図図図図 5555））））などの炎症反応と

の正の相関がある、II 型コラーゲンに対する

血清抗体応答を指標とし、コラーゲンペプチ

ド含有 GM ライスの関節炎抑制能の評価を行

った。具体的には、 

抗体産生抑制効果の評価 

DBA/1 マウスにコラーゲンペプチド含有 GM ライス及び陰性対照として通常米を 2 週間経口

分割分割分割分割したしたしたした胚側胚側胚側胚側からのからのからのからの発芽発芽発芽発芽

種子種子種子種子をををを半分半分半分半分（（（（半粒半粒半粒半粒））））にににに分割分割分割分割

次世代植物（T1）を残せるだけ
でなく、PCR分析、ウエスタン分
析を併用して選抜を効率化できる

自殖第１世代種子(T1)の採取
　健全な（倍数体等でない）稔実株で

　50粒以上の株

形質転換イネ(T0)

分割分割分割分割したしたしたした胚側胚側胚側胚側からのからのからのからの発芽発芽発芽発芽

種子種子種子種子をををを半分半分半分半分（（（（半粒半粒半粒半粒））））にににに分割分割分割分割

次世代植物（T1）を残せるだけ
でなく、PCR分析、ウエスタン分
析を併用して選抜を効率化できる

自殖第１世代種子(T1)の採取
　健全な（倍数体等でない）稔実株で

　50粒以上の株

形質転換イネ(T0)

図図図図４４４４．．．．ＧＭＧＭＧＭＧＭライスライスライスライス系統系統系統系統のののの選抜法概略選抜法概略選抜法概略選抜法概略    

発症発症発症発症正常正常正常正常

・・・・リウマチリウマチリウマチリウマチ性関節炎性関節炎性関節炎性関節炎のののの動物実験動物実験動物実験動物実験モデルモデルモデルモデルとしてとしてとしてとして頻用頻用頻用頻用

・・・・異種異種異種異種ⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンでででで感作感作感作感作することによりすることによりすることによりすることにより関節炎関節炎関節炎関節炎をををを発症発症発症発症

�コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンにににに対対対対するするするする免疫性免疫性免疫性免疫性 ((((コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンにににに対対対対するするするする抗体価抗体価抗体価抗体価のののの上昇上昇上昇上昇））））

�骨骨骨骨・・・・軟骨軟骨軟骨軟骨のののの浸蝕浸蝕浸蝕浸蝕 ((((滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化、、、、軟骨軟骨軟骨軟骨のののの破壊破壊破壊破壊））））

�抗体抗体抗体抗体・・・・補体補体補体補体のののの沈着沈着沈着沈着

発症発症発症発症正常正常正常正常

・・・・リウマチリウマチリウマチリウマチ性関節炎性関節炎性関節炎性関節炎のののの動物実験動物実験動物実験動物実験モデルモデルモデルモデルとしてとしてとしてとして頻用頻用頻用頻用

・・・・異種異種異種異種ⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンでででで感作感作感作感作することによりすることによりすることによりすることにより関節炎関節炎関節炎関節炎をををを発症発症発症発症

�コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンにににに対対対対するするするする免疫性免疫性免疫性免疫性 ((((コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンにににに対対対対するするするする抗体価抗体価抗体価抗体価のののの上昇上昇上昇上昇））））

�骨骨骨骨・・・・軟骨軟骨軟骨軟骨のののの浸蝕浸蝕浸蝕浸蝕 ((((滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化滑膜細胞活性化、、、、軟骨軟骨軟骨軟骨のののの破壊破壊破壊破壊））））

�抗体抗体抗体抗体・・・・補体補体補体補体のののの沈着沈着沈着沈着

図図図図５５５５．．．．コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン誘導関節炎誘導関節炎誘導関節炎誘導関節炎のののの特徴特徴特徴特徴とととと病態病態病態病態 
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投与し、その後ウシⅡ型コラーゲンを腹腔内投与することにより感作した。定期的に採血を行い、

ウシⅡ型コラーゲンに特異的な抗体価を測定し、2 群間での抗体応答を比較した((((図図図図 6666----A)A)A)A)。 

抗体応答の低減化の評価 

既に II 型コラーゲンに対する自己免疫応答が成立したマウスへのコラーゲンペプチド含有 GM

ライスの経口投与の影響を調べた。ウシⅡ型コラーゲンを尾付け根に皮内投与することで免疫感

作を行い自己抗体産生を誘導したマウスを、血清抗体価の平均値と偏差がほぼ同等になるように

2 群に分け、それぞれにコラーゲンペプチド含有 GM ライス及び通常米を精製飼料に混ぜて 2 週

間経口投与した。その後、ウシⅡ型コラーゲンに特異的な抗体価の変動を追跡し、２群間で比較

した((((図図図図 6666----B)B)B)B)。 

 

４４４４．．．．結果結果結果結果 

１１１１））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMGMGMGM ライスライスライスライス系統系統系統系統のののの作出作出作出作出 

コラーゲンペプチド発現用ベクターを保持する形質転換アグロバクテリウムをコシヒカリの

カルスに感染させ、薬剤選択後、再分化させることにより 93 系統の組換えイネ(T0)を得た。こ

れらの T0 個体からゲノム DNA を抽出し、PCR 解析により、コラーゲンペプチド遺伝子が導入

されなかったもの及び目的以外のサイズの DNA が挿入された系統を排除し、45 系統(T0)を選抜

した。さらに、倍数体等ではない、正常な稔実系統（50 粒以上稔実のあるもの）のみを選択し、

目的遺伝子及び薬剤耐性遺伝子を共に持つ 33 系統(T0)が得られた。 

これらの系統を自家受粉させて得られた種子(T1)４粒について、個々にタンパクを抽出し、

ウエスタン１次選抜・・・4粒中2粒以上発現

　　　　　　　　（非発現・低発現系統の淘汰）

ウエスタン２次選抜・・・16粒中8粒以上発現

　　　　　　　（１１１１因子遺伝候補因子遺伝候補因子遺伝候補因子遺伝候補の系統選抜）

1 2 3 4 5 6 7 1098 11 12 13 14 1615

：：：：コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド融合融合融合融合タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質

ウエスタン１次選抜・・・4粒中2粒以上発現

　　　　　　　　（非発現・低発現系統の淘汰）

ウエスタン２次選抜・・・16粒中8粒以上発現

　　　　　　　（１１１１因子遺伝候補因子遺伝候補因子遺伝候補因子遺伝候補の系統選抜）

1 2 3 4 5 6 7 1098 11 12 13 14 16151 2 3 4 5 6 7 1098 11 12 13 14 1615

：：：：コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド融合融合融合融合タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質

図図図図７７７７．．．．自殖第一世代自殖第一世代自殖第一世代自殖第一世代（（（（T1T1T1T1））））種子種子種子種子ののののウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロット分析分析分析分析によるによるによるによる T0T0T0T0 系統選抜系統選抜系統選抜系統選抜    

図図図図 6666．．．．マウスマウスマウスマウスへのへのへのへの GMGMGMGM ライスライスライスライス経口投与経口投与経口投与経口投与およびおよびおよびおよび免疫免疫免疫免疫スケジュールスケジュールスケジュールスケジュール 

抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果のののの評価評価評価評価

抗体応答低減化抗体応答低減化抗体応答低減化抗体応答低減化のののの評価評価評価評価

経過日数経過日数経過日数経過日数----14141414

3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333

0000 11111111 21212121 32323232 42424242 53535353 63636363 74747474

10101010 3333 3333 3333

経過日数経過日数経過日数経過日数141414140000 42424242 84848484----58585858

採血採血採血採血
腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン10101010μμμμg/g/g/g/匹匹匹匹

腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン100100100100μμμμgggg＋＋＋＋FCA/FCA/FCA/FCA/匹匹匹匹

経口投与経口投与経口投与経口投与

抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果抗体産生抑制効果のののの評価評価評価評価

抗体応答低減化抗体応答低減化抗体応答低減化抗体応答低減化のののの評価評価評価評価

経過日数経過日数経過日数経過日数----14141414

3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333

0000 11111111 21212121 32323232 42424242 53535353 63636363 74747474

10101010 3333 3333 3333

経過日数経過日数経過日数経過日数----14141414

3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333 10101010 3333 3333 3333

0000 11111111 21212121 32323232 42424242 53535353 63636363 74747474

10101010 3333 3333 3333

経過日数経過日数経過日数経過日数141414140000 42424242 84848484----58585858 経過日数経過日数経過日数経過日数141414140000 42424242 84848484----58585858

採血採血採血採血
腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン10101010μμμμg/g/g/g/匹匹匹匹

腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン100100100100μμμμgggg＋＋＋＋FCA/FCA/FCA/FCA/匹匹匹匹

経口投与経口投与経口投与経口投与採血採血採血採血採血採血採血採血
腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン10101010μμμμg/g/g/g/匹匹匹匹
腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン10101010μμμμg/g/g/g/匹匹匹匹

腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン100100100100μμμμgggg＋＋＋＋FCA/FCA/FCA/FCA/匹匹匹匹
腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与腹腔内投与
ウシウシウシウシIIIIIIII型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン100100100100μμμμgggg＋＋＋＋FCA/FCA/FCA/FCA/匹匹匹匹

経口投与経口投与経口投与経口投与経口投与経口投与経口投与経口投与
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SDS-PAGE で分画後、抗コラーゲンペプチド特異抗体を用いたウエスタンブロット解析により、 

グルテリン融合コラーゲンペプチドの非発現・低発現系統を淘汰した。選抜された系統について、

さらに粒数を増やし、16 粒中 8 粒以上についてペプチドの集積が認められた系統のみをコラー

ゲンペプチド含有 GM ライス系統として選抜した((((図図図図 7)7)7)7)。 

選択した系統に稔実した種子(T1)を半分に分割し、胚を含む方を育種用に発芽させ、さらに、

幼苗葉より抽出したゲノム DNA を用いて PCR 解析を行い、目的遺伝子のみを持ち、薬剤耐性

遺伝子を持たない系統を選抜した。これらの系統については、胚乳側よりタンパクを抽出し、同

様の方法でウエスタンブロット解析を行い、高発現自殖第１世代(T1)系統を得た（（（（図図図図 8888））））。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの系統からさらに後代を作成し、それらの遺伝型及び表現型を解析して、遺伝的遺伝的遺伝的遺伝的にににに安安安安

定定定定なななな、、、、コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMGMGMGM ライスライスライスライス系統系統系統系統をををを作出作出作出作出したしたしたした。。。。大腸菌で発現させた免疫寛容原性ペ

プチドを標準品とした免疫定量分析により、この GM ライスには、平均して１粒あたり約 1 µg

のコラーゲンペプチドが含まれることが明らかとなった（（（（図図図図 9999））））。 
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防効果防効果防効果防効果のののの評価評価評価評価 

コラーゲンペプチド含有 GM ライス、及

び、通常米を粉末にして精製飼料に添加し

て自由摂取させ、その後ウシⅡ型コラーゲ

ンを腹腔内に投与することによって感作

した。その後の抗体応答を観察することに

より、コラーゲンペプチド含有 GM ライス

の経口投与の有無がⅡ型コラーゲン特異抗体の産生に及ぼす影響について解析した。コメ一粒の

平均重量を 1.8 ｍｇとして 45 ｍｇの粉末状 GM ライス、及び、陰性対照として通常米を 5 ｇ
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感作し、経時的に採血を行い、コラーゲン誘導関節炎の指標のひとつであるⅡ型コラーゲンに対

する抗体応答の推移を ELISA 法により計測した。 

コラーゲンペプチド含有 GM ライス投与群では、対照群と比較して II 型コラーゲンに対する

IgG1IgG1IgG1IgG1 抗体価抗体価抗体価抗体価がががが上昇上昇上昇上昇してくるしてくるしてくるしてくるタイミングタイミングタイミングタイミングがががが明明明明らかにらかにらかにらかに遅遅遅遅くくくく、、、、そのそのそのその程度程度程度程度もももも弱弱弱弱いいいいことが明らかとなった

((((図図図図 10101010----A, B)A, B)A, B)A, B)。また、抗Ⅱ型コラーゲン IgG2a抗体の経時的変化についても、IgG1と同様に抗

体価の上昇の遅延が観察された((((図図図図 10101010----D,E)D,E)D,E)D,E)。さらに、74 日後には、コラーゲンペプチド含有

GM ライス投与群では通常米投与群と比べ統計的にも有意に II 型コラーゲンに対する IgG2aIgG2aIgG2aIgG2a 抗抗抗抗

体価体価体価体価のののの上昇上昇上昇上昇がががが低低低低くくくく抑抑抑抑えられているえられているえられているえられていることが明らかとなった（（（（図図図図 10101010----FFFF））））。 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

３３３３））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMGMGMGM ライスライスライスライスのののの経口投与経口投与経口投与経口投与によるによるによるによる自己抗体応答自己抗体応答自己抗体応答自己抗体応答のののの低減化低減化低減化低減化のののの評価評価評価評価    

 既に関節炎を発症している患者に対して、コラーゲンペ

プチド含有 GM ライスの経口投与により症状を軽減できれ

ば、治療への応用も期待できる。そこで、経口投与前に II

型コラーゲンによる免疫感作を行い、抗体産生を誘導した

マウスにコラーゲンペプチド含有 GM ライスを経口投与し

た場合の、抗体価の変動を解析して低減化を評価した。ウ

シⅡ型コラーゲンをFCAと共にマウスの尾付け根に皮内投

与し、その後の抗ウシⅡ型コラーゲン IgG1 抗体価の経時的

変化を ELISA 法により測定した。皮内投与の約２ヶ月後、ほぼすべての個体で抗体価の上昇が

みられたため、抗体価の高い個体から交互に A 及び B、2 群に振り分け、抗体価の平均値と偏差

がほぼ等しい２群（A, B 群 10 個体／群）を得た((((図図図図 11)11)11)11)。一方の群には、コラーゲンペプチド
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含有 GM ライス、もう一方の群には通常米を前項と同様の方法で 2 週間経口投与した。この 2

群では抗体応答の強度や個体間のばらつきが均等であるため２群間での差異が観察しやすいと

考えられる。 

抗ウシⅡ型コラーゲン特異的な IgG1 抗体及び IgG2a 抗体について、試験飼料投与開始日から

42 日後及び 84 日後における抗体価を経口投与前の抗体価に対する変化率(%)で表した（（（（図図図図 12121212））））。

42 日後においては、コラーゲンペプチド含有 GM ライス投与群と通常米投与群でほとんど差が

なく、どちらの群も増減がみられた個体が少ないのに対して ( ( ( (図図図図 12121212－－－－A)A)A)A)、84 日後ではコラーゲ

ンペプチド含有 GM ライス投与群では 10 個体全てにおいて IgG1 抗体価の低下が確認された((((図図図図

12121212－－－－B)B)B)B)。IgG2a 抗体についても同様にして変化率を表した((((図図図図 12121212－－－－C, D)C, D)C, D)C, D)。84 日後において、コ

ラーゲンペプチド含有 GM ライス投与群で、IgG2a 抗体が上昇した 2 個体を除いては、全ての個

体で抗体価の低下が観察された。このように、IgG2a 抗体についても IgG1 抗体と同様に低減化

傾向が観察された。 

以上のことから、コラーゲンペプチド含有 GM ライスは、経口投与することで既既既既にににに誘導誘導誘導誘導されされされされ

ているているているているⅡⅡⅡⅡ型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲンにににに対対対対するするするする免疫応答免疫応答免疫応答免疫応答もももも低減化低減化低減化低減化するするするすることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

５５５５．．．．考察及考察及考察及考察及びびびび今後今後今後今後のののの展望展望展望展望 

１１１１））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMGMGMGM ライスライスライスライス系統系統系統系統のののの作出作出作出作出 

II 型コラーゲンの免疫寛容原性ペプチド配列 4 つを連結して作製した人工遺伝子を、イネの主

要な貯蔵タンパク質であるグルテリンに結合させ、発現、蓄積させた GM ライス系統を得た。

このように、本研究では、リウマチ性関節炎を標的とした免疫寛容原性ペプチド配列と他のタン

パク質とを融合タンパク質として発現させることで、従来難しいとされていたペプチドの種子へ

の蓄積に成功した。この方法論を用いることで、他の自己免疫疾患における免疫寛容原性ペプチ

ドや生理活性ペプチドを容易に発現・集積することが可能になると考えられる。今回用いたタン
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パク質発現系で得られたペプチドは GM ライス 1 粒あたり約 1 µg であったが、発現プロモータ

ーや融合させるタンパク質の種類を検討することにより収量増加が見込め、食品としてだけでは

なくペプチド医薬の製造を行う植物工場としての応用も期待できる。また、常温で比較的長期に

わたり安定的に保存が可能であるイネ種子という形状で目的の物質が得られることから、保管、

及び、輸送コストの削減というメリットも期待できる。 

 

２２２２））））コラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチドコラーゲンペプチド含有含有含有含有 GMライスライスライスライスのののの経口投与経口投与経口投与経口投与によるによるによるによる自己抗体応答自己抗体応答自己抗体応答自己抗体応答のののの予防予防予防予防・・・・緩和効果緩和効果緩和効果緩和効果 

コラーゲンペプチド含有 GM ライス及び通常米を２週間経口投与し、その後ウシⅡ型コラー

ゲンで感作した場合、コラーゲンペプチド含有 GM ライス投与群では、対照群と比較して抗ウ

シⅡ型コラーゲン IgG1 及び IgG2a 抗体の産生応答が遅延し、かつ、IgG2a 抗体に関しては 74 日

後において統計的に有意な抗体応答の抑制が観察された。これらの結果は、コラーゲンペプチド

含有 GM ライスの摂取がリウマチ性関節炎において予防効果を示す可能性を示唆している。 

また、コラーゲンペプチド含有 GM ライスを経口投与することで既に誘導されているウシⅡ

型コラーゲンに対する免疫応答についても低減する傾向が観察された。また、その作用は経口投

与から２ヶ月以上が経過してから起こることが示唆された。このことから、既にリウマチ性関節

炎を発症している患者に対して、長期にわたって経口投与するような臨床応用も期待できる。 

本研究の結果から、精製した合成ペプチドと同様に、植物体に融合タンパク質として蓄積させ

た免疫寛容原性ペプチドをコメとして摂取しても、自己免疫性の抗体応答への抑制作用を示すこ

とが明らかとなった。これまでに、自己免疫疾患を標的として、作物で発現させた免疫寛容原性

ペプチドによる経口免疫寛容を目指す類似の研究は無いが、I 型糖尿病をはじめとする他の自己

免疫疾患への適用も期待できる。 

今後、ペプチド集積 GM ライスの投与量や投与期間を検討することにより更なる効果の増強

も可能と考えられる。また、本研究では、経口投与後に効率的に消化管内でペプチドが消化酵素

により切り出されるようにするため、ペプチド間及びタンパク・ペプチド間に消化酵素の認識配

列を挿入したが、今後は、投与されたコメに含まれる融合タンパク質のうち、どの程度の割合で

ペプチドが切り出され、どのような形で免疫系に作用するのかを明らかにする必要がある。これ

らを明らかにすることにより、投与量及び投与期間の最適化へのフィードバックが可能であり、

さらには、効果的な免疫寛容原性ペプチドを消化管内で遊離させるような人工ポリペプチドの設

計にも繋がると考えられる。 

本研究で得られた成果の一部は、筆者も発明者の１人となっている国内特許及び国際特許（米

国とドイツ）として出願済みであり、この技術がバイオ関連企業によって活用され、近い将来に、

関節炎や自己免疫疾患の予防と治療に用いる免疫寛容原性ペプチド含有米の商業的な生産が実

現することを期待している。 
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