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 １．  はじめに 

 

 近年、ゲノム解析やゲノム編集技術の進展に加え、人工知能（AI）や情報科学をはじめとす

るデジタル技術との融合が急速に進んでいる。これにより、バイオテクノロジーは医療、環境、

エネルギーなどの分野における新たな産業基盤として、世界的に注目を集めている。こうした

潮流の中で、「バイオエコノミー社会」の実現に向けた取り組みが各国で加速しており、日本

においても、2030 年までに世界最先端のバイオエコノミー社会を構築することが国家戦略と

して掲げられている。このような背景のもと、『第五次産業革命』とも称されるバイオ産業分

野において、日本が国際的な競争力を発揮するためには、バイオテクノロジーとデジタル技術

を融合させた革新的な技術開発が不可欠である。とりわけ、近年急速に発展している分野とし

て注目されているのが「合成生物学」である。合成生物学は、ゲノム解析・編集・合成などの

技術を基盤とし、生物の代謝機能や遺伝子回路を人工的に設計・構築するものであり、その応

用範囲は医療、環境、エネルギーなど多岐にわたる。中でも、植物由来の二次代謝産物である

ベンジルイソキノリンアルカロイド（benzylisoquinoline alkaloids: BIA）は、モルヒネ（鎮

痛）、ノスカピン（抗がん）、ベルベリン（抗炎症・抗血管新生）など、薬理活性を有する多

くの医薬品候補を含んでおり、合成生物学的手法による発酵生産のモデルケースとして高い注

目を集めている（1）。  

 報告者はこれまでに、合成生物学の設計・構築・評価・学習（DBTL）サイクルに機械学習を

統合し、BIA 生産に関与する酵素の機能を予測するモデルを開発してきた。その結果、未解明

であった代謝の「ミッシングリンク」を担う新規酵素の発見や、酵素活性の改変による代謝経

路の最適化に成功し、BIA の前駆体であるレクチリンの高効率生産技術を大腸菌において確立

した（2, 3）。  

 本研究では、こうした BIA 生産に関する基盤技術をさらに発展させ、持続可能かつ患者に優

しい医薬品供給システムの構築を目指した。特に、従来の経口投与や注射による薬剤投与にお

いて課題となる、投与量の過剰、治療効果の持続性の不足、侵襲性の高さなどを解決するため

に、BIA 医薬品原料を腸内で局所的に生産可能とするプロバイオティクス乳酸菌を活用した新

たな技術開発に取り組んだ。  

 
 ２．  これまでの植物由来医薬品原料生産の課題   
 
 人類は古来より、植物を薬用資源として活用してきた。現代においても、薬用植物に含まれ

る多様な二次代謝産物は、薬理活性を有する重要な医薬品原料として広く利用されている。こ

れらの天然化合物の多くは、化学構造が明らかにされており、有機合成によって再現・誘導体

化され、新規医薬品として応用されてきた実績がある。一方で、モルヒネ（鎮痛）、ノスカピ



 

 

ン（抗がん）、ベルベリン（抗炎症・抗血管新生）などの薬理活性をもつベンジルイソキノリ

ンアルカロイド（benzylisoquinoline alkaloids: BIA）の一部については、分子構造の複雑さから

化学合成が困難であり、依然として植物からの抽出に依存しているのが現状である。  

 このような植物由来化合物の供給には、長期間にわたる栽培、広大な農地の確保、収穫後の

乾燥・抽出・精製といった煩雑な工程が必要とされ、生産コストの高さや品質のばらつきとい

った課題を伴う。また、天候不順や気候変動などの外的要因によって収量が左右されるため、

安定供給が難しいという側面もある。加えて、大規模な農業生産および工業的な抽出処理によ

って生じる環境負荷も無視できない。このような背景から、BIA をはじめとする植物由来医薬

品原料を、より安定的かつ持続可能に生産するための代替技術の確立は、長年にわたって医薬・

創薬分野における重要課題とされてきた。  

 
 ３．  医薬品生産プラットフォームとしての乳酸菌の特性と有用性  
 
 乳酸菌（Lactic Acid Bacteria: LAB）は、グラム陽性の非胞子形成性細菌であり、発酵食品の

製造やヒト腸内の常在菌として広く知られている。グラム陽性菌は、細胞膜の外側に厚いペプ

チドグリカン層を持ち、グラム陰性菌に見られる外膜を有していない。この構造的特徴により、

細胞外分泌経路が単純であり、外来タンパク質の分泌が比較的容易であることが報告されてい

る（4）。また、タンパク質分泌の制御には、リボソームで合成されたタンパク質の N 末端に

存在するシグナルペプチドが重要な役割を果たし、細胞内外の局在を決定する（5）。代謝的観

点からは、乳酸菌はホモ乳酸発酵およびヘテロ乳酸発酵の 2 種の経路を活用して、乳酸、CO₂、

酢酸、エタノールなどの産生を行う。このような代謝的柔軟性により、糖資源の利用効率や環

境条件に応じた発酵プロセスの制御が可能となる（6）。さらに、乳酸菌は通性嫌気性あるいは

微好気性の性質を有し、食品環境に限らず、動物の消化管、特に小腸から大腸にかけての過酷

な環境下でも高い生存性と定着性を示す。胃酸、胆汁、消化酵素といった腸管通過時の障害因

子に対しても耐性を持ち、特定の菌株においては、これらへの応答性に関わる遺伝子群が同定

されている（7）。加えて、乳酸菌は病原性を持たないことから「GRAS（Generally Recognized 

As Safe）」に指定されており、経口摂取における高い安全性が保証されている。特に一部の乳

酸菌株は、腸内環境を整えるほか、免疫系への作用を通じて健康維持や疾病予防に寄与する「プ

ロバイオティクス」としての機能を有することが知られている（8）。  

 以上のように、乳酸菌は（1）外来遺伝子の発現・分泌が容易であること、（2）腸内への定

着性が高いこと、（3）代謝経路に多様性があること、（4）ヒトに対する安全性が高いこと、

という 4 つの特性を兼ね備えており、体内で有用物質を持続的に生産する生体内製剤のプラッ

トフォームとして極めて有望である。  

 本研究では、これらの特性を活かし、医薬品原料であるベンジルイソキノリンアルカロイド

（BIA）の一種を腸内で生産可能なプロバイオティクス乳酸菌株の開発を試みた。従来の外部

投与型薬剤とは異なり、腸内で直接有効成分を産生・放出する「体内型ドラッグデリバリーシ

ステム」として応用することで、治療効果の持続性向上、副作用の軽減、ならびに患者 QOL の

改善が期待される。  

 

 



 

 

 ４．  乳酸菌株の遺伝子導入法の最適化  

 
 本研究では、乳酸菌に医薬品原料生産能を付与するための基盤技術として、外来遺伝子導入

法の最適化に取り組んだ。対象とした菌株は、ゲノム情報が整備されており、遺伝子の安定性

にも優れる Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 株（以下、NCIMB 株）である。遺伝子導入に

は、大腸菌および乳酸菌の双方で複製可能なシャトルベクター pTRKH2（Addgene plasmid 

#71312）を用いた（9）。導入手法としては、乳酸菌への形質転換に一般的に用いられるエレク

トロポレーション法を採用し、その導入効率に関する最適条件の検討を行った。  

 具体的には、NCIMB 株を嫌気条件下で前培養した後、電気穿孔処理用のコンピテントセル

を調製し、ECM399 型パルサー（BTX）を用いてエレクトロポレーションを実施した。印加電

圧は 1.0 kV、1.5 kV、2.0 kV の 3 条件で設定し、導入効率を比較検討した。処理後には回復培

養（3 時間）を行い、選択マーカーとしてエリスロマイシンを添加した MRS 寒天培地上でコロ

ニー形成を確認した。その結果、印加電圧 1.0 kV、プラスミド DNA 量 2 µg の条件で最も高い

形質転換効率が得られた（図１）。これにより、NCIMB 株に対する安定かつ効率的な遺伝子導

入条件を確立し、今後の目的遺伝子の発現系構築および機能評価に向けた技術的基盤を整備す

ることができた。  

 

 

図１  乳酸菌 NCIMB 株での遺伝子導入法の最適条件の探索の概要図  

 

 ４．  CRISPR-Cas9 による医薬品原料生産特化型乳酸菌プラットフォーム株の開発  

 
 医薬品原料を乳酸菌で生産するためには、目的物質の高効率な生産に適したプラットフォー

ム株の構築が不可欠である。一般的な乳酸菌は、糖資源を主に乳酸へと変換する代謝特性を有

しており、外来化合物の生産において糖が乳酸合成に大量に消費されることが、生産効率の低

下を招く一因となっている。また、過剰な乳酸の蓄積は培養液の pH を著しく低下させ、菌体

の増殖や生存を阻害することが知られている。従来は、アルカリ剤を添加して pH を中和する

方法が採られてきたが、乳酸自体が乳酸菌に対して毒性を持つ可能性も報告されており、代謝

レベルでの制御による根本的な解決が求められていた。そこで本研究では、乳酸代謝を遺伝子

レベルで抑制することにより、糖資源を目的化合物の生産に優先的に利用させると同時に、培

地の酸性化を防止することを目的としたプラットフォーム株の開発に取り組んだ。  

 乳酸生成の主要酵素である L-乳酸デヒドロゲナーゼ（ ldhL1）および D-乳酸デヒドロゲナー

ゼ（ ldhD）をそれぞれコードする遺伝子を標的とし、CRISPR-Cas9 システムを用いてゲノム編

集を行った。なお、NCIMB 株においては DNA２本鎖切断（Double-Strand Break: DSB）後の相
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同組換え修復（Homology-Directed Repair: HDR）効率が低く、そのままでは細胞死が生じやす

いという課題がある。この課題に対し、HDR を支援する目的で、5'→3'エキソヌクレアーゼ酵

素 RecE および生成された１本鎖 DNA に結合して相同組換えを促進する RecT をコードするプ

ラスミドをあらかじめ導入する戦略を採用した。これにより、NCIMB 株における HDR 活性を

補強し、効率的なゲノム編集を実現した。  

 実験手順としては、まず RecE/RecT 遺伝子を搭載したプラスミドをエレクトロポレーション

により NCIMB 株に導入し、クロラムフェニコールを添加した MRS 培地で選抜を行った。続い

て、Cas9、標的ガイド RNA、ならびに相同配列領域を含む CRISPR-Cas9 ベクターを導入し、

エリスロマイシンおよびクロラムフェニコールの２重選択条件で選抜した（図２）。得られた

コロニーをゲノム PCR により解析した結果、ldhL1 遺伝子の欠損を確認することができた。同

様に、 ldhD 遺伝子を標的とする CRISPR-Cas9 ベクターを構築し、同一の手法を用いて遺伝子

破壊を行った結果、ldhL1 および ldhD の両遺伝子を欠損した２重ノックアウト株の取得に成功

した（図２）。  

 これにより、乳酸生成を抑制した医薬品原料生産に特化した乳酸菌プラットフォーム株の開

発が実現し、今後の外来遺伝子導入による目的物質生産に向けた基盤を確立することができた。 

 
 ５．乳酸生産能欠損乳酸菌株の好気および嫌気環境下における増殖特性の比較  
 

 乳酸産生経路を欠損させた乳酸菌プラットフォーム株の有用性を評価するため、好気環境お

よび嫌気環境下での増殖特性を比較した。その結果、好気条件下では比較的安定した増殖が確

認された一方で、嫌気条件下では明確な増殖速度の低下が観察され、寒天培地上のコロニー径

も小さくなる傾向が見られた（図２）。  

 この現象は、 ldhL1 遺伝子（L-乳酸デヒドロゲナーゼ）を欠損させたことによる乳酸発酵の

阻害に起因し、結果として NAD⁺再生効率が低下したことが主因であると考えられる。一般に、

Lactobacillus plantarum は糖を解糖系で代謝し、得られた NADH を L-乳酸デヒドロゲナーゼに

より酸化して NAD⁺を再生する。この NAD⁺再生は、嫌気環境下においてエネルギー代謝を維

持するうえで不可欠なプロセスである。しかし、本研究で構築した乳酸産生能欠損株では、こ

の再酸化経路が遮断されているため、嫌気条件下において NADH の蓄積と NAD⁺の枯渇により

代謝全体が停滞し、結果として細胞の増殖が著しく抑制されたと推察される。一方、好気条件

下では酸素を電子受容体とする呼吸的代謝経路が部分的に機能することで、NADH の酸化が代

償され、増殖の顕著な阻害は回避されたと考えられる。  

 これらの結果は、乳酸代謝の改変が環境条件に依存して菌体の増殖動態に大きく影響するこ

とを示しており、今後の物質生産プロセス設計において、酸素供給条件の最適化や補助的な電

子受容体の添加といった代謝補完戦略の導入が重要であることを示唆している。  

 

 



 

 

 

 

図２  CRISPR-Cas9 による乳酸生産能欠損乳酸菌株の開発と増殖特性の比較  

 

 ６．  まとめ 
 

 本研究では、乳酸菌を用いた医薬品原料の持続的かつ効率的な生産システムの構築を目指し、

外来遺伝子導入法の最適化と、代謝改変による物質生産特化型プラットフォーム株の開発に取

り組んだ。まず、Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 株を対象に、シャトルベクターpTRKH2

およびエレクトロポレーション法を用いた遺伝子導入条件の検討を行い、安定かつ再現性の高

い形質転換系を確立した。次に、乳酸菌特有の乳酸発酵によって生じる糖資源の消費と培地の

酸性化という課題を解決するため、CRISPR-Cas9 システムを用いて、乳酸生成の主要酵素をコ

ードする ldhL1 および ldhD 遺伝子の欠損株を作出した。なお、NCIMB 株における相同組換え

修復（HDR）の効率が低いという技術的課題に対しては、RecE および RecT 遺伝子を導入する

ことで HDR 活性を補強し、ゲノム編集の成功率を向上させた。得られた乳酸産生能欠損株は、

好気条件下では安定した増殖を維持したが、嫌気条件下では NAD⁺再生の制約により増殖速度

が低下することが明らかとなった。これにより、物質生産に向けた今後の培養設計においては、

酸素供給制御や補助的な代謝経路の補完が重要であることが示唆された。  

以上の成果を通じて、医薬品原料生産に適した乳酸菌の基盤技術としての有用性と将来性を実

証することができた。今後は、本プラットフォーム株に目的遺伝子を導入し、腸内環境下にお

ける物質生産および薬効発現の評価を進めることで、プロバイオティクスを応用した新たなド

ラッグデリバリーシステムの実用化に向けた展開が期待される。  
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