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は じ め に

2020年度の日本食品微生物学会賞を受賞することと
なり，この分野の研究を行う研究者として大変光栄に思
う．おりしも新型コロナウイルスの流行を受け，2020
年度の日本食品微生物学会の学術集会の開催は中止と
なってしまったが，個人的には関係各位から祝福をいた
だくことができた．受賞対象となった研究は，人の健康
障害に係わる微生物の疫学並びにその制御に関する研究
である．これらの研究は大学・同大学院時代の細菌分類
学に関する研究から始まる．学位論文で行った臨床検査
由来Staphylococcus属細菌の分類学研究はその後の研究
の基盤となる研究であった．ブドウ球菌の新菌種・新亜
種を報告し，博士号を取得した．1989年4月から，国立
予防衛生研究所（現国立感染症研究所）食品衛生部に入
所し，食品を介して健康障害を起こす細菌の分類学，病
原性および環境抵抗性に関わる因子等の疫学に関する研
究を行いながら，これらの病原細菌の食品を介したヒト
への危害の制御に関する調査・研究を進めてきた．加え
て，当時新しい技術として注目されていた遺伝子組換え
技術を食品に応用した場合の安全性に関する研究を担当
し，遺伝子組換え細菌の安全性，腸内細菌叢を介したヒ
トや動物への健康影響評価に関する研究を行った．2002
年4月に国立医薬品食品衛生研究所に移動後も一貫して
食中毒菌の制御に関する研究と遺伝子組換え微生物の安
全性に関する研究を並行して展開していくこととなる．
現在は東京農業大学で教鞭をとりながら，これまで展開
してきた2つの研究分野を合体させた，遺伝子組換え乳
酸菌を用いた経口粘膜ワクチンの実用化にむけた研究を
これまでの研究の集大成として展開している．本総説で
は受賞対象となった研究のうち，特に思い出深い研究を

中心にその概要を紹介する．

1.　臨床検査由来Staphylococcus属細菌の 
分類学的研究

大学・大学院修士課程まで，東京大学農学部家畜微生
物学研究室，後期博士課程では同実験動物学研究室に所
属し光岡知足教授の指導の下，病原細菌の分類学研究を
行い，Staphylococcus属の新菌種及び新亜種を報告，博
士号を取得した．家畜微生物学研究室では，大学付属の
家畜病院から日々送られてくる臨床検体から，病原微生
物の分離・同定を行う微生物検査に従事した．どのよう
な病原微生物が分離されるかは不明であることが普通で
ある臨床検査は，細菌学を志すものにとっては，貴重な
体験であった．日々検出される病原微生物は多種多様で
あり，臨床検体から細菌を分離・同定することは筆者に
とって謎解きを行う感覚であった．分離された細菌の性
状を詳しく調べれば調べるほど，細菌への興味は深まり
研究者として細菌学を志すきっかけとなった．臨床検査
で鍛えられたこともあり，多種多様な病原細菌や常在菌
を経験することができ，この経験はその後の微生物研究
展開の基盤となった．この時期は病原微生物から常在細
菌に至るまでどのような細菌であっても抵抗なく扱うこ
とのできる技術を身に付けたといえる．
卒業論文では，動物由来の臨床材料から分離されたカ
タラーゼ陽性グラム陽性球菌に関する研究を行った．当
時は動物由来の病原菌の分類に関する書籍はなく，臨床
検査ではヒト臨床材料から分離される病原細菌同定のバ
イブルとされていた洋書Cowan and Steel’s Manual for 
the Identification of Medical Bacteriaの初版を基に菌種
同定を行っていた．臨床分離株として保存されていた菌
株をグラム染色，菌形，カタラーゼ，オキシダーゼ，
OFテストなどの生化学性状でグループ分けした後，同
僚と分担してそれぞれ異なったグループを各自の卒論
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テーマとして研究を行った．筆者はカタラーゼ陽性グラ
ム陽性球菌を担当した．分離株はそのほとんどがStaph-
ylococcus属で，コアグラーゼ陽性であることから，S. 
aureusと同定・保存されていた．筆者はこれらの保存
株について，菌の同定に有用と思われる生化学性状試験
等の結果から菌種の同定を試みた．Cowan and Steel’s 
Manual では，S. aureusは“寒天平板上に黄色の集落を
形成”と最初に記載されており，ここでまずつまずいて
しまった．動物由来臨床株では灰白色の集落ばかりが分
離されており，黄色の集落は100株に数株しか分離され
ていなかった．コアグラーゼ試験は陽性である．そこ
で，研究室に所蔵の細菌分類のバイブルとされる書籍
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriologyにて精
査したところ，動物からはS. aureus以外のコアグラー
ゼ陽性Staphylococcus属菌が分離されており，新菌種の
報告もあることが記載されていた．ちなみにBergey’s 
manualは，1984年の改訂ではBergey’s manual of sys-
tematic bacteriologyと改名されている．現在はさらに
その改訂版が出版されている．2012年にグループごと
細分化され分冊化されているVolume 5が発刊されてい
る．
さて，卒論研究では，細菌分類学の最も権威ある専門
雑誌 (International Journal of Systematic Bacteriology: 
IJSB)を参照し研究を進めることになる．Staphylococ-
cus属菌は，卒論当時にIJSBにすでに十数菌種の報告が
あり，新菌種が毎年のように複数報告されている状況で
あった．当時新菌種として認知されるためには，同属の
菌種全てのType strainとのDNA‒DNAハイブリダイ
ゼーションの結果が必要であり，次々とIJSBに新菌種
が報告される中，Type strainを入手することに苦労し
たことを覚えている．研究の成果としてStaphylococcus 
felisという新菌種を報告することができた1）．疫学情報
から，S. felisは，ネコの臨床材料から最も頻繁に分離
される重要な菌種であることを報告した2）．さらに，イ
ヌの外耳炎から分離されている菌株は新菌種Stahylo-
coccus coagulansであると学会発表した．この菌群は，
コアグラーゼ陽性であるが，イヌから分離されるコアグ
ラーゼ陽性菌種であるS. intermediusとは明らかに異な
る生化学性状を示す菌群であった．学会で新菌種発表を
行った直後にIJSBにヒト臨床分離株の新菌種S. schleif-
eriが報告された．この新菌種とはコアグラーゼ産生能
や，いくつかの生化学性状が異なってはいたが，分与を
受けたType strainは遺伝子レベルで我々の新菌種と相
同性が高いことが明らかとなった．そのため，最終的
に，新亜種S. schleiferi subsp. coagulansとし，IJSBに
論文として発表した3）．その後の疫学的研究によりイヌ
の外耳炎から高頻度で分離される亜種であった4）．
Stahylococcus属の分類は，現在，49菌種が報告され
ている．分離頻度が高いと思われる主要なコアグラーゼ
陽性菌種だけでも4菌種が知られており，Stahylococcus

属の菌種の同定は生化学性状では困難な状況である．
コアグラーゼ陽性菌株はヒトや動物の病巣との関わり
が強いと考えられており，食中毒やヒト臨床では，S. 
aureusがやはり重要である．そこで，S. aureusの迅速
検出法として，プロテインAをターゲットとした迅速
法5），生物発光酵素免疫測定などを応用した方法を開
発・報告した6, 7）．S. aureusの食品における汚染につい
ては，コアグラーゼ陽性菌種が多様化したことから，動
物からは，しばしばS. aureus以外のコアグラーゼ陽性
菌種が分離されてくる．動物性食品についてはその影響
がどの程度あるかを確認するために，市販の食品につい
て汚染実態を調べ，食肉，調理済み食品の汚染実態を報
告した8～10）．分離株の抗生物質耐性獲得状況について
も報告した11）．食品からのS. aureus分離に関する報告
はかつては多かったが1980～90年代に急速にStahylo-
coccus属菌種が増えてから後の汚染実態に関する報告は
少ない．特に生鮮魚類からの報告がなかったっことか
ら，魚からの分離について報告した12）．これらの調
査・研究を通した結論としては，食品から分離されるコ
アグラーゼ陽性Stahylococcus属菌はS. aureusであり，
それ以外のコアグラーゼ陽性菌種はほとんど分離されな
い．食品を介したヒトの健康障害に係わる主なコアグ
ラーゼ陽性菌種は分類が変わった現在もS. aureusであ
ると言える．
動物では，イヌ臨床ではコアグラーゼ陽性のS. inter-
mediusが頻度高く離されており，S. aureusが分離され
ることは非常に希である．外耳炎からはS. schleiferi 
subsp. coagulansが分離される．動物由来のS. interme-
diusの分離株のエンテロトキシン産生について調べると
S. aureusと同様にエンテロトキシンを産生する株が存
在する．ヒトの食中毒の原因となる可能性について検討
したが，これまでに，S. intermediusが原因となったヒ
トの食中毒事例は確認できていない．その理由は不明で
あるが，S. intermediusは，ヒトの食中毒には関与して
いないと思われる．ブタ，鶏，ウシなどからは，S. 
hycusが分離されているが，こちらもヒトへの健康影響
に関するリスクは低い．

2.　食品を介して健康障害を起こす細菌の疫学， 
病原性に関する研究

1989年4月から，国立予防衛生研究所（現国立感染症
研究所）食品衛生部に入所し，研究員として食品を介し
てヒトに健康被害を起こす細菌の分類と当該菌の疫学，
病原性および環境抵抗性に関わる因子解明，食中毒起因
細菌の試験法開発等に関する研究を行った．2002年4月
からは厚生労働省の研究機関の再編成により，所属は国
立医薬品食品衛生研究所に移動したが，引き続き同様な
調査・研究を行った．これらの調査・研究から病原細菌
の食品を介したヒトの健康障害の原因となる病原微生物
の制御に関する科学的知見を行政に提供し，食品衛生政
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策に貢献した．
具体的な病原細菌に関する主な研究は，以下の項目で
ある．①旅行者下痢症の患者から分離された菌株を空港
検疫所から提供を受け菌種の同定及び病原性に関する調
査・研究，②検疫所におけるコレラ菌の検査法の開発及
びコレラ菌の基礎研究13），③ボツリヌス菌の毒素に関
する基礎研究14）とボツリヌス食中毒事例対応15），④腸
管出血性大腸菌の集団事例を受けて，生食用食肉の微生
物基準策定に必要な科学的知見を提供するための調査・
研究16），腸管出血性大腸菌の疫学や環境抵抗性に係わ
る基礎研究17～21），⑤模擬プラントを用いた牛乳中の
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosisの加熱殺
菌条件に関する検証実験22），⑥Campylobacter jejuniの

酸素感受性23）や凍結による低減効果24），及びコッコイ
ド化に関する基礎研究25～28），⑦Campylobacter jejuni
の腸管定着に関与する因子の研究29～33），⑧地方衛生研
究所と共同で検討したCampylobacter jejuni/coliの標準
試験法の開発34），並びに抗生物質耐性に関する調査・
研究35, 36），⑨黄色ブドウ球菌の食品の汚染実態調査及
び迅速検査法の開発（1章参照），⑩Salmonella Enter-
itidisの鶏卵における制御，ヒトや動物への病原性並び
に試験法の検討とその制御に関する調査・研究37‒46），
⑪Salmonella 属菌集団食中毒分離株の病原性の解明47），
⑫乳児用調製粉乳中のEnterobacter(Cronobacter) saka-
zakiの危害防止に関する調査・研究48～52），⑬食品にお
ける細菌の汚染実態調査53～55），⑭低温増殖性細菌L. 

表1.　と畜場における腸管出血性大腸菌の月別分離状況報告集計

検査月
STEC O157 STEC O26

検査頭数 陽性頭数 陽性率 検査頭数 陽性頭数 陽性率

 1月 64 1 1.6％ 62 1 1.6％
 2月 74 3 4.1％ 74 0 ̶
 3月 59 0 ̶ 59 0 ̶
 4月 56 4 7.1％ 56 0 ̶
 5月 40 5 12.5％ 40 3 7.5％
 6月 40 10 25.0％ 40 0 ̶
 7月 74 14 18.9％ 74 3 4.1％
 8月 130 27 20.8％ 130 1 0.8％
 9月 183 45 24.8％ 183 1 0.5％
10月 99 11 11.1％ 99 6 6.1％
11月 88 12 13.6％ 88 0 ̶
12月 118 16 13.6％ 95 0 ̶

合 計 1025 148 14.4％ 1000 15 1.5％

データ及び調査結果提供：厚生労働省科学研究班品川邦汎博士の研究報告より作製

図1.　2013年の感染症発生動向調査による三類感染症としての腸管出血性大腸菌報告数
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monocytogenesの疫学並びに微生物基準策定に必要な科
学的知見の提供に関する調査・研究（詳しくは3章に後
述），⑮食中毒起因細菌の国際整合性のある標準試験法
の整備並びに代替迅速検査法に関する研究（詳しくは
4章に後述）等を実施した．それぞれの調査・研究内容
の詳細については，本文では省略させていただく．これ
らの研究は主に厚生労働科学研究で実施しており，投稿
論文として公開されている内容も含め，研究報告書とし
てwebから閲覧が可能である．詳しい研究内容は厚生
労働科学研究成果データベース （https://mhlw-grants.
niph.go.jp/）から確認していただきたい．
旅行者下痢症として空港検疫所の検査室で分離された
分離株の約700株について，菌種同定を行い，既知の食
中毒関連細菌を除いた分離株について，10種類の細胞
を用いてその病原性のスクリーニングを行い，細胞毒性
から病原性の疑われる約50株を特定した．この中から，
複数の株の分離があり新規の食中毒起因菌と疑われた
Providencia alcalifaciensについて研究し下痢症の原因
となる新規な因子を報告した56）．
腸管出血性大腸菌の集団事例を受けて，生食用食肉の
微生物基準策定に必要な科学的知見を提供するための調
査・研究を厚生労働研究費で行った．この研究班では，
全国のと畜場におけるウシからの腸管出血性大腸菌の検
出状況について集計し，月別の検出状況をまとめた
（表1）．驚くことに，検出状況は，月ごとに差があり，
6月から9月にかけて最高25％もの保菌を確認した．研
究班では，感染症発生動向調査事業年報より，2013年
の三類感染症としての腸管出血性大腸菌患者報告数を基
に週ごとの患者数を図にした．ヒト患者数は6月から急
激に上昇し，8月後半をピークに減少を示していること
が明らかとなった．（図1）表1と図1を見比べると，と
畜場のウシからの腸管出血大腸菌の検出率の増加に伴っ

て，ヒトでの患者数が増加し7月から9月は患者数が高
値を維持した．と畜場のウシからの検出率の低下とあわ
せて，患者数の減少の起こっていることを確認した．ウ
シの保菌状況が患者数と相関しており，その感染経路は
不明で食品とは限らないが，ウシの保菌がヒトの腸管出
血性大腸菌の患者数に反映していることが示された．そ
の他，研究班の研究成果と文献調査により，生食用牛肉
基準策定のための腸管出血性大腸菌の調査・研究を行
い，これらの結果を基にCODEXが2007年に微生物学
的基準設定に求めている数的指標 (Metrics)を算出した
ものが，図2である．
ヒト腸管上皮細胞Caco-2細胞を用いて，臨床分離株
Pseudomonas aeruginosaの接着・進入に関する検討を
行い報告した57）．また，この細胞を用いてEscherichia 
coli O157と腸管上皮細胞との相互作用にfosfomycinの
与える影響について報告した58）．さらにこの細胞の派
生株であるC2BBe1細胞を分化させ，Raji細胞と共培養
することによって腸管内での免疫刺激の入り口となるヒ
トM細胞モデルを作成することに成功し報告した59）．

3.　低温増殖性細菌Listeria monocytogenesに 
関する研究

リステリアに関する研究では，リスク評価に必要な食
品の汚染実態調査60～63），国内のヒトのリステリア症の
発生状況に関する研究64, 65），国内のナチュラルチーズに
おける集団事例の報告66），制御方法に関する研究67～72），
分離株の抗生物質耐性獲得状況調査73, 74），分離株の遺
伝子レベルでの検討75, 76），病原性や環境抵抗性に関す
る基礎研究77～80）などを行った．
食品の汚染実態調査では国内の市販の調理済み食品

(Ready to Eat)について汚染実態を集計したものを表2
に示した．どのカテゴリーの食品でも汚染が確認され，

図2.　生食用食肉の基準における，(FSO, PO, PC)から微生物学的基準 (MC)の設定
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平均2％程度の汚染が認められる．加工魚介類，肉加工
品，スモークサーモンで，4～5.4％と高い汚染率が示さ
れた．国産のナチュラルチーズからは，本菌は分離され
なかったが，調査により国内製品では最終段階で加熱処
理が行われていることが判明した．海外のナチュラル
チーズではこのような処理が行われないことから，輸入
チーズには2.4％の汚染が見られた．
患者数の推定では国内初の試みとなるアクティブサー
ベーランスを行い，2000年当時，国内で毎年平均83名
のリステリア症患者発生が推定されることを示した64）．
その後，2010年には，JANIS-netのデータを基に患者数
の推定が行われ，年間200人ほどの患者が推定された．
これら2つのデータは単純に比較できないが，リステリ
ア症は60歳以上の高齢者の患者が多いことから，高齢
者の人口の増加によりリステリアの患者数は増加してい
るものと思われる．
国内の調理済食品における汚染実態調査を実施し，各
種食品からの分離が確認され，その平均汚染率は2％程
度認められることを総説として発表した61）．研究班で
は2001年に北海道で発生したナチュラルチーズを原因
とする有症者38名の事例がわが国初のリステリアの集
団事例であることを報告した66）．これら一連の研究は，
食品安全委員会のリスク評価の基礎データとして活用さ

れ，行政的には国内のリステリアの微生物基準の策定に
寄与した．
リステリアの菌株の病原性の違いに注目した調査を
行った．食品以外（主に環境由来）株，食品由来株，ヒ
ト臨床分離株ごとに，血清型を調べた結果を，図3に示
した．上段に集計した血清型別の菌株数を表として示
し，下段にその割合を図として示した．食品以外の環境
由来株では，血清型1/2cが圧倒的に多いが食品由来株
では，1/2a, 1/2b, 1/2cがほぼ同率で分離されており，
次いで4bが分離されていた．一方，ヒト臨床分離株で
は，6割以上が血清型4bと圧倒的に多く，次いで1/2b, 
1/2aが分離されていた．リステリアは血清により病原
性の強弱があり，4bは，ヒトに対して病原性が強いと
思われる．1/2b, 1/2aについては，株によって病原性が
異なり，強毒株と弱毒株が存在するようである．1/2c
は，病原性がほとんど無いと思われる．

4.　国際整合性のある食品の微生物標準試験法の 
整備と迅速試験法の開発

わが国の食品における微生物検査は，これまで試験法
は公定法を重視しており，それを補う書籍として厚生労
働省監修の食品衛生検査指針微生物編により行われてき
た．公定法は微生物の規格基準の判定に用いる試験法の
ため，微生物基準が作られてから相当の年月が経ってい
るにもかかわらず，法律に示されていることから試験法
が変更されることはなかった．この間に国際的には微生
物試験法に関する議論が進んでおり，食品衛生における
微生物試験法に関しては，科学的根拠のある妥当性確認
が強く求められるようになった．また，国際貿易機関
(World Trade Organization: WTO)の強制力のある協定
では，食品の安全性に係る協定に，食の安全については
食品の国際標準を策定するCODEX (Codex Alimentari-
us Commission), 規格適合性については国際標準化機構
(International Organization for Standardization: ISO)の
示す規格を国際標準とすることが示されている．食品の
リスクマネジメントについても国際整合性の重要性と国

図3.　由来別リステリア分離株の血清型別集計

表2. 国内の市販調理済み（ready-to-eat）食品のListeria 
monocytogenes汚染実態

サンプル数 Lm分離数 Lm陽性率

ナチュラルチーズ
　国産 1,075 0 0
　輸入 1,387 33 2.4
その他
　生鮮魚介類 2,659 41 1.5
　加工魚介類 526 21 4.0
　総菜 613 6 1
　肉加工品 246 12 4.8
　野菜 314 1 0.3
　スモークサーモン 92 5 5.4
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家レベルの科学的根拠のある対応が求められている．
そのため，国内の食品の微生物試験法も妥当性確認と
国際標準であるISO法との整合性の面で早急に対応する
必要があった．2005年10月から国立医薬品食品衛生研
究所に標準試験法検討委員会を立ち上げ，国家レベルの
公定法として求められている要件を満たす標準試験法の
整備を行った．国際整合性のある科学的な妥当性確認の
行われた標準試験法はNIHSJ‒MMEF: National Insti-
tute of Health Sciences Japan̶The Methods for the 
Microbiological Examination of Foods, 略称NIHSJ法と
して整備されている．検討委員会の議論は公開し一般の
方も聴講可能とし，試験法の検討状況はwebを通じて
情報を公開・提供した（図4）．ホームページには，
NIHSJ標準試験法の作成方針が明示され，4つのステー
ジで検討を進め，NIHSJ法は策定されている81）．現在，
検討の終了したNIHSJ法のうち，食品の微生物基準の
ある病原菌については，すでにNIHSJ法の内容が公定
法として変更されている．法律の中に微生物試験法が示
されている大腸菌群と一般生菌数については行政的に今
後どのような扱いとするか検討されていくものと思われ
る．
NIHSJ-02カンピロバクター試験法は，地方衛生研究
所との共同研究により食鳥肉の試験法として提案し
た82）．この論文を基にカンピロバクターのISO法は改
訂されている．2018年6月に公布された改正食品衛生法
に示されたHACCPの制度化についても猶予期間を経て
2021年6月から本施行となる．これによりわが国の食品
のリスクマネジメントの基盤がようやく国際整合性を持
つことになる．自主衛生管理であるHACCP制度化に
伴って，食品の微生物検査の考え方も国際整合性のある
ものに変わる必要がある．これまでの公定法が唯一の微
生物試験法であるとの考え方から，検査の目的に最も適
する妥当性確認された試験法を自らが選択活用していく
ことになる．試験法選択における目的適合性である．

HACCPなどの検査としては，目的適合性の観点から公
定法の代替となる妥当性確認された迅速・簡便法への要
求は増している．食品における微生物試験法の妥当性確
認は容易ではなく，専門家による検討と評価が必須であ
る．ヨーロッパでは，Afnor, Microval, Nordvalの3か
所，米国ではAOAC Internationalといった第三者機関
がその役目を果たしている．国内にそのような機関は現
在存在しない．公定法に移行しているNIHSJ法はISO
法との妥当性確認を行っていることから，しばらくは
ISO法との妥当性確認を行っているこれらの第三者機関
の認証などを活用して判断していくとよい（図5）．
標準試験法検討委員会のホームページには，これらの
第三者機関により妥当性確認の行われた代替法に関する
情報が示されているので，参考としていただきたい．ま
た，食品衛生協会の発行している食品衛生検査指針微生
物編2015, さらに改訂第2版2018は，妥当性確認の考え
方を大幅に取り入れた編集となっている83）．
食品の検査法関連では，以下の研究を行い，その成果
を論文として報告した．食品の標準試験法の検討にあ
たって，微生物試験法における標準物質の重要性から，
微生物の標準物質について研究を行った84, 85）．培養法
では，黄色ブドウ球菌の畜産物の検査に有用な選択分離
培地の検討を行った86）．PCRによるリステリアの検査
法87），ルシフェラーゼとジンクフィンガープロテイン
を融合させ，特定の遺伝子配列を標的とする高感度検出
法の検討88, 89），蛍光グルコースや蛍光アミノ酸を用い
た生きた細菌の判定法90），ナチュラルチーズからのリ
ステリアの検出法として自動免疫蛍光測定装置の利用の
可能性91）などについて論文として報告した．

5.　ワクチン開発の基礎となった 
遺伝子組換え食品の安全性に関する研究

1989年国立予防衛生研究所入所と同時に，育種技術
として1980年代から新しい注目されていた遺伝子組換
え技術を食品に応用した場合の安全性に関する研究を担
当した．当時わが国が食品の国際標準を策定する
CODEXの特別部会の議長国となったことから，組換え

図4.　食品からの微生物標準試験法に関するホームページ
http://www.nihs.go.jp/fhm/mmef/index.html

図5.　NIHSJ標準試験法と国内の公定法および主な試験法
との連携の考え方
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食品の安全性評価の科学的根拠の支援に関する研究を
行った．国内では広く知られていないが，日本は遺伝子
組換え食品の安全性に関わる国際標準となるガイドライ
ンの策定に中心的な働きをした．日本が議長国を務めた
CODEX特別部会により，筆者が主に担当した微生物に
ついては，2003年に遺伝子組換え微生物食品の安全性
評価に関するガイドラインが策定された．この詳細につ
いては，乳酸菌学会誌に解説92）としてまとめたので興
味のある方は参考にしていただきたい．また，国内では
2008年6月に示された食品安全委員会の遺伝子組換え食
品（微生物）の安全性評価基準の起草にも貢献した．
遺伝子組換え関連の主要な動向を表3で示す．大腸菌
で初めて遺伝子組換えが成功したのは1973年である．
このように遺伝子組換え技術はまさに新しい技術である
が，その後この技術を用いた研究は短期間で急速に展開
していくことになる．1970年代は，この技術が非常に
有用な技術であると同時に研究の方向性によってはヒト
や動物そして環境に対して危害を及ぼすモンスターを作
り出してしまう恐れのある技術でもあるという認識が広
がった．研究者自らの提案により，遺伝子組換え実験は
規制が必要でコントロールされるべきだといった議論が
続けられた．各国は指針として安全性が担保されるまで
は組換え実験は実験室内の封じ込めを徹底し，環境への
漏出が起こらない制御のもとで適切に行うことを示し
た．
有用性が高く活用が期待される技術であることから，
行政などが主導的に安全性に関わる研究を進める必要が
あった．たとえば，そもそも通常我々が口にしている生
きた乳酸菌は何をもって安全であるといえるのといった
考え方が明確でなく，安全性をどのように評価すればよ

いかという方向性は定まっていなかった．食品としてす
でに“安全”なものとして流通している乳酸菌を科学的
に安全であると証明することは難しく，さらに遺伝子操
作という育種をおこなった乳酸菌など有用な微生物組換
え体の安全性をどのように評価し安全であると判断する
ことが適切であるのかといった議論に結論をだすことは
困難であった．
経済開発機構（OECD：Organisation for Economic Co- 
operation and Development）は，組換え体の産業利用
のための検討を進め，1993年にバイオ食品の安全性を
判断する基本となる考え方として，類似既存食品との実
質的同等性 (Substantial equivalence)の概念を提唱し
た．多種多様な食品そのものの安全性は，同一の尺度で
評価することは困難である．そもそも既存食品は，安全
性を評価して安全としているわけではない．従来から安
全に食べられてきたという歴史（食経験）があるものが
食品であり，適切な加工や調理などの工程を経て安全に
食されているのが実情である．食経験のある既存食品を
基準とし，遺伝子組換え等の新規に開発された食品は，
類似の既存食品との相対評価により，実質的に同等とみ
なせることをもって安全であるという判断を行うという
考え方である．OECDが示した“実質的同等性”という
考えは，以後の食品の組換え体の安全性評価の考え方に
影響を与えた．
遺伝子組換え微生物の安全性に関する研究では，モデ
ルとなる組換え細菌を作出し，安全性評価法に関する研
究を行った．モデル組換え細菌を評価するために，腸内
細菌叢を介した健康影響にも着目し研究を行った．自然
界に存在する各種細菌に高頻度に接合伝達を起こす
pAMβ1という接合伝達性プラスミドは，常在菌から組
換えに用いる乳酸菌Lactococcus lactisに伝達され，さ
らに腸内棲息菌であるEnterococcus faecalisにプラスミ
ドを伝達することを定量的に観察できることを報告し
た93）．マウス腸管内でもこのような接合伝達は定量的
に確認された．2段階連続流動培養装置を製作し，人工
的なヒト腸内細菌叢を形成させることに成功し，マイコ
トキシンが腸内菌叢を介しどのように代謝されるかを報
告した94）．この装置により，腸内細菌叢とモデル組換
え体の相互作用について検討した．また乳酸菌等遺伝子
組換えに用いる可能性の高い乳酸菌株について，全ゲノ
ム解析を行い，ゲノム中に有害な遺伝子配列が存在しな
いかの検討を行った95, 96）．

6.　乳酸菌を用いた 
遺伝子組換え経口粘膜ワクチンの開発

モデル組換え体として作出した組換え乳酸菌が，経口
粘膜ワクチンとしての機能することを明らかとし，病原
菌の感染予防などの分野で活用することが期待できるこ
とを示した97, 98）．これにより，病原微生物の制御と遺
伝子組換え食品の安全性という異なった領域を融合した

表3.　遺伝子組換え及び食品安全性評価制度の歴史（年表）

1973 大腸菌を用いて遺伝子組換え実験に初めて成功
1976～　各国で組換えDNA実験に関する指針の策定
1979 組換えDNA実験指針の決定
1982  経済協力開発機構 (OECD)：組換え体の産業利用のための検討

開始
	 → 勧告，レポートの公表
1989  農林水産省：  組換え体の野外利用のための安全性評価指針策定
1991  厚生省：  組換えDNA技術応用食品・添加物の安全性評価指針

を策定
1994  厚生省：  組換えDNA技術応用添加物（キモシン）の安全性を

初めて確認
1996  厚生省：  安全性評価指針改正（組換え体を食する種子植物に

対応）  
遺伝子組換え食品（7品種）の安全性を初めて確認

2000  CODEX委員会：バイオテクノロジー特別部会での検討開始
  LMOの国境間移動に関する「カルタへナ議定書」が合意
 厚生省：  食品衛生法の規格基準改正  

組換えDNA技術応用食品及び添加物の安全性審査基
準策定

2001 遺伝子組換え食品の安全性評価の法的義務化の施行
2003  食品安全委員会設置（遺伝子組換え食品等専門調査会） 

CODEX委員会：組換えDNA植物及び微生物ガイドライン策定 
農水省：組換え飼料の安全性評価義務化  
カルタヘナ議定書発効，国内法制定
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学際的な境界領域研究として遺伝子組換え乳酸菌を用い
た経口粘膜ワクチン研究は進められた．乳酸菌を抗原運
搬体とするワクチン研究ではます，L. lactis IL1403株
を宿主とする遺伝子組換えに成功し，菌体表層に抗原を
固定化して発現させるベクタープラスミドを開発し
た99）．豚丹毒菌に対するワクチンでは，当該菌の菌体
表層抗原であるSpaAを用いたところ，その抗原性が高
いこともありマウス実験で十分な感染防御効果が得られ
た100）．HIVに対するワクチンでは抗原自体の抗原性は
弱く，マウス実験では，コレラトキシンをアジュバント
として用いることにより免疫効果が得られた101）．コレ
ラトキシンは粘膜免疫で有効な強力なアジュバントであ
る．粘膜ワクチン用の他の実用的なアジュバントは皆無
であるためマウス実験には用いられるが，残念ながらヒ
トに用いることはできない．
研究に用いたL. lactis IL1403株の菌体には免疫調節
作用は乏しいため，このような細菌を宿主とすると，得
られたワクチンの効果は菌体表層に提示する抗原の免疫
原性の強弱に依存するようである．すなわち感染防御抗
原の免疫原性の強い抗原を用いると一定の免疫効果が得
られるが，一般的な抗原では，免疫効果を得られるよう
な工夫，たとえば，抗原量を多くする，アジュバントと
なるような機能を付与するなどを検討しないと十分な免
疫効果は得られない．
第二世代の宿主として，免疫調節作用の強いL. casei 
393株を用い，ワクチン開発を行った．当該株は，マウ
スなどへ投与し評価するとTh1型の免疫応答を強く誘
導する株である．サルモネラのワクチンとして鞭毛抗原
を用いた実験で効果が認められた成果102）を受けて，鞭
毛を構成するフラジェリンFliCを抗原とする乳酸菌組
換え体103）や，サルモネラ表層抗原であるOmpCを用い
た乳酸菌ワクチンを作出104）し，細胞レベルの評価やマ
ウス投与実験等によりサルモネラの感染防御に効果があ
ることを明らかにした．この宿主ベクター系を用いて，
組み込む抗原を変えマウスにおける免疫効果を検討し
た．TLR5のリガンドとして機能するサルモネラのフラ
ジェリンと感染防御抗原の融合タンパクを用いた組換え
体の免疫効果の評価105），抗原の分泌効率を高めた組換
え体の評価106），IL-1βをアジュバントとして分泌させる
組換え体の評価107）などについて論文として報告した．
その後宿主乳酸菌を変える，表層抗原量を上げるなどの
工夫をしながら検討を続けた108～110）．
リステリアに対する乳酸菌組換えワクチンの開発で
は，最も主要な病原因子であるListeriolysin O (LLO)を
抗原とし，ワクチン開発を検討した．LLOを変異させ
溶血性を失わせたmLLOや，溶血に係わるドメインを
欠損させたshortLLOを組込み，乳酸菌菌体表層に固定
化した組換え体を用いてマウスに対する免疫効果を定量
的に評価した．マウスが100％致死する菌数の強毒株を
腹腔内に投与（チャレンジ）し，2日後の脾臓中の菌数

の対数値を用いて定量的に評価した．ワクチン投与は，
チャレンジ投与の7日前に行った．コントロールとし
て，マウスが死なないレベルの低菌数でリステリア株を
投与したグループを陽性コントロールとし，生理食塩水
投与群を陰性コントロールとして実験を行った．数値の
計算式と免疫効果は図6に示した．チャレンジ投与に用
いた強毒株をあらかじめ低菌数で投与した群が最も良好
なワクチン効果の値3を示した．リステリアのLLO欠
損株（リステリア弱毒株）では，値1を，乳酸菌にLLO
を固定した組換え体ではほぼ同じレベルの免疫効果を示
した．LLO, mLLO, shortLLOと抗原を代えてもほぼ同
様な効果が得られた．面白いことに，リステリア弱毒株
とLLO固定乳酸菌を同時に投与すると値2前後の高い
免疫効果が得られた．リステリアのLLO欠損株と乳酸
菌組換え体に発現しているLLOの組み合わせで，リス
テリア強毒株の少数投与に近い免疫効果が確認できた．
これらの実験から，LLO固定化乳酸菌組換えワクチン
の効果が認められたと同時に，リステリアはあらかじめ
少量摂取または接種していると，高菌数のリステリアの
暴露を受けてもワクチン効果により発症しなくなるとい
うことが明らかになった．われわれが，調理済み食品か
ら日常的に低い菌数のリステリアの暴露を受けているこ
とは，おそらくワクチン効果となりリステリア症の発症
を抑えている可能性が高いことを示唆した．
ヒトパピローマウイルス (HPV)のワクチンでは，L. 

casei 株にHPV16型E7タンパク質 (HPV16E7)を発現さ
せ，加熱により死菌化した菌体そのものを原薬としその
効果が検討された．この薬剤は，筆者の共同研究者らに
より「子宮頸がん前がん病変 (CIN3)患者を対象とした
臨床研究（先行的な検証試験：フェーズI/IIa相当）」が
実施され，大量投与群でCIN3の病巣が消失するという
治療成績が得られた．このワクチンでは死菌として経口
投与によりヒトへのHPV-E7特異的CTLの誘導が可能
であることが示されたが，投与量がかなり多くないとそ
の効果が得られなかった．その製剤の提供を受け，抗原
発現量を評価したところ，E7抗原の菌体表層への発現
量はわずかであった．そこでより実用性の高い改良型組
換え体を我々の宿主ベクター系を用いて作出し直し，マ

図6.　マウス実験によるリステリアに対するワクチンの評
価結果
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ウスにおける実験を行った111）．大腸菌であらかじめ作
製したアンカー付E7抗原を異なる量比で乳酸菌菌体表
層に固定化することができた（図7）．これらのE7表層
固定乳酸菌を用いて，E7抗原固定化量を変化させて免
役したマウスでの結果が図8である．E7抗原量を増加
していくと免疫効果が増強し，乳酸菌108個あたり0.3 μ
gのE7抗原量を超えれば，特異的CTLによる免疫効果
はほぼ一定となることが判明した．この抗原量を目安に
乳酸菌に直接発現を試みその増殖条件を検討した結果，
E7抗原量が特異的CTL誘導に十分な組換え体を取得す
ることができた．この改良型組換え体では，マウス実験
で先行研究の5倍以上の特異的CTL誘導が得られた．
先行研究では治療効果が得られた患者は4カプセルの連
続投与群であったことから，改良型株では1カプセルの
連続投与で充分有効な治療効果が期待できることにな
る．現在，この改良型株IGMKK16E7製剤を用いたヒト
臨床治験が進められている．このワクチンは，HPV感
染後期の病変患者に適用が可能で，がんへと進行する可
能性の高い重度異形成 (CIN3)患者に投与した場合，E7
特異的なCTLにより，外科的手術による子宮頸部の病
変の除去を必要とせず，患者の病巣は消失し子宮頸がん

への進行を阻止することが可能である．
IGMKK16E7の検討を進める中で，宿主乳酸菌の安全
性が高いことは利点であったと考えられるが，IGM-
KK16E7では加熱による不活化処理が行われても免疫効
果が得られたことは重要である．これまでに紹介してき
た生菌の遺伝子組換え体を利用する他の開発候補品とは
異なり，IGMKK16E7は死菌化により遺伝子組換え体で
はなく，タンパク質性の医薬品候補物質として評価が行
われるものと思われる．また，経口剤としての用いるこ
とから，注射剤に比べ高度な精製を必須としない点で製
造コストは非常に低く抑えることができる．現在，IG-
MKK16E7は治験薬GMP製造，GLP安全性試験が終了
し，ヒトパピローマウイルス (HPV)を標的とした免疫
療法剤IGMKK16E7による子宮頸部高度上皮内腫瘍病変
（HSIL/CIN2-3）患者を対象とした第I/II相医師主導治
験が国内複数の大学病院にて実施されている．特に
HPVの経口粘膜ワクチンについては，前癌病変CIN3ス
テージの外科手術を必要とする患者に投与することによ
り病変が消失，手術の必要がなくなることが確認されて
おり，実用化に向けて5大学医学部においてヒトの臨床
治験が進められている．

お わ り に

受賞対象となった研究の関連論文のリストを整理して
みると，これらの研究は大変多くの研究者の協力により
成果を上げることができたことを痛感した．食品衛生に
係わる微生物試験法としてNIHSJ標準試験法の整備を
行うことができた．食品衛生法が改正され国際整合性の
ある食品のリスクマネジメントの基盤となるHACCPの
制度化が進む中で，微生物試験法に対する考え方も変
わっていくことになる．NIHSJ標準試験法は今後，目
的適合性のある代替法である迅速・簡便法の活用や普及
に貢献できることを期待したい．
また，病原微生物は食品から検出されてはならないと
いう常識が，われわれの研究成果からリステリアについ
ては，正しいとは言えないという結果が示された．おそ
らく低い菌数の汚染を受けた食品を日常的に摂取してい
ることが，ワクチン効果として働き高い菌数の汚染を受
けた食品を食べてしまっても発症を抑えることに寄与し
ている可能性がある．日本のリステリアの微生物基準が
科学的根拠のあるリスク評価により，ゼロトレランスで
はなく，基準値を100 CFU/gと設定したことは歓迎し
たい．さらに，食中毒菌の制御に関する研究と遺伝子組
換え微生物の安全性に関する研究といった全く異なる領
域の研究を続けてきたことにより，乳酸菌組換え経口粘
膜ワクチン開発が可能となったと思われる．今後，この
ようなワクチンが製剤として認められ，ヒトの健康に寄
与することを期待したい．

図8.　HPV-E7菌体表層固定化乳酸菌（固定化したE7量
が，0.3～3.0 mg/108cells）は，固定量が0.3 μgまで
濃度依存的に特異的IFNγ産生能が増大

図7.　HPV-E7抗原を異なる量比で乳酸菌に固定した場合
のFACSによる評価
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