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研究成果の概要（和文）：水産用ワクチンは注射法により個体ごとに接種するものがほとんどであり、一度に数
万匹を処理しなければならない養殖場において普及の妨げとなっている。本課題では、キトサンを原料とした新
規ナノ材料である中空針状のナノチューブを、浸漬ワクチンのベクターとして利用し、簡易なワクチンデリバリ
ー法を開発するための研究を行った。そして、魚のワクチンとなる抗原性タンパク質の調製法の開発、ワクチン
ベクターのナノチューブの調製法とワクチンの導入法の開発と作製したナノワクチンの評価を行い、
Edwardsiella tardaに対する浸漬法ワクチンなどの浸漬法ワクチンを開発し、その成果を発表した。

研究成果の概要（英文）：The pathogenic marine bacterium, Edwardsiella tarda, causes the fatal 
disease, edwardsiellosis, in fish. Owing to the unavailability of a commercial vaccine to prevent 
infection or the spread of the disease in fish stock, fish farms suffer huge losses during 
edwardsiellosis outbreaks. Nanovaccines require specific antigens, such as the bacterial outer 
membrane proteins (OMPs) carried around and inside nanoparticles, to act as vaccines. We developed a
 rapid and inexpensive method for the isolation and purification of OMPs from marine bacteria and 
demonstrated the antigenicity of the purified OMPs using Koi carp. The purified OMPs were then 
incorporated into the nanoparticles to generate a nanovaccine. Nanovaccinated Koi carp produced 
antibodies against the OMPs of E. tarda. We propose that the nanovaccines techniques are simple to 
apply and effective to prevent disease outbreaks in fish farms.

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不活化微生物ワクチンや生物由来のベクターでなく、中空針状の形状のナノチューブをワクチンのベクターとし
て利用し、実用的な水産用の浸漬ナノワクチンを開発した。このナノチューブの容量は小さいため、これをワク
チンのベクターとするために、不活化微生物ではなく、微生物の表面に存在する抗原性タンパク質を調製して、
ナノチューブに封入した。本研究では実用化を目指して、抗原性タンパク質を迅速に安価でスケールアップが容
易な精製方法を開発した。ナノワクチンは、注射法と違って、浸漬法により手間と時間をかけずに一度に数万匹
の魚やサイズの小さい魚でも接種させることができるため、水産業への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

水産用のワクチンには注射法ワクチン、経口法ワクチン、浸漬法ワクチンがある。これま

での研究開発は、注射法ワクチンの研究が中心に行われており、ワクチンの開発研究は、病

原性微生物をホルマリンで不活化させたワクチンの有効性の試験、連続注射器の開発が中

心で他のワクチンの開発は遅れている。経口法ワクチンは、魚に接種させるのは容易である

が、投与量の調整が困難で有効期間が短いという短所がある。浸漬法ワクチンは、簡便で実

用性が高いがこれまでに実用化されているものは、アユ・サケのビブリオ病に対するワクチ

ンに限られている。 

浸漬ワクチンでは、ワクチンを運搬する適切なベクターの開発とワクチンとなる抗原性

タンパク質の精製法の確立が必要である。ワクチンの運搬ベクターの開発については、神経

壊死症ウイルス(NNV)のコートタンパク質から調製したウイルス様粒子をベクターとする

研究が行われているが、目的の大きさのウイルス様粒子を得るところに課題がある[1]。微

生物の外膜タンパク質を利用したワクチン開発について、魚類エドワジェラ症原因菌の外

膜タンパク質 GAPDH が類結節症に対してホルマリン死菌ワクチンよりも効果がある[2]とい

う報告があり、抗原性外膜タンパク質を利用したワクチンの研究開発の重要性が増してい

る。また、実用的なワクチンの開発には、迅速で安価で、容易にスケールアップが可能な抗

原性タンパク質精製法の確立が求められる。 
 
２．研究の目的 

本課題では、キトサンを原料とした新規ナノ材料である中空針状のナノチューブを、浸漬ワ

クチンのベクターとして利用し、簡易なワクチンデリバリー法を開発するための研究を行

う。具体的には、（１）魚のワクチンとなる抗原性タンパク質の調製法の開発、（２）ワクチ

ンベクターのナノチューブの調製法とワクチンの導入法の開発、（３）作製したナノワクチ

ンの評価を行う。これらにより、新規ナノ材料を利用した細菌性魚病に有効で実用的な水産

用浸漬ナノワクチンを開発する。 

 
３．研究の方法 

本研究では、キトサンを原料とした新規ナノ材料であるナノチューブを利用して細菌性の

魚の病気に適用可能な実用的な水産用ワクチンを開発する。そのために、①ワクチンのベク

ターとなるナノチューブを作製する。②ナノワクチンの作製に必要な抗原性タンパク質の

精製法を確立するとともに抗原抗体反応により抗原性を確認する。③抗原性をもつタンパ

ク質をナノ粒子に導入する方法を確立する。④抗原性タンパク質を導入したナノ粒子（ナノ

ワクチン）を魚に接種させ、ワクチンの効果を評価する。 
 
４．研究成果 

キトサンを原料とした新規ナノ材料である中空針状のナノチューブを、浸漬ワクチンのベ

クターとして利用し、簡易なワクチンデリバリー法を開発するための研究を行った。そして、

魚のワクチンとなる抗原性タンパク質の調製法の開発、ワクチンベクターのナノチューブ

の調製法とワクチンの導入法の開発と作製したナノワクチンの評価を行い、Edwardsiella 

tarda などの魚病を引き起こす細菌に対する浸漬法ワクチンを開発し、その成果を発表した。 

まず、ウナギ、ヒラメ、マダイ、ティラピアなどに感染し、エドワジエラ症を引き起こ

すEdwardsiella tardaに対するワクチン開発をした。 



 Edwardsiella tardaを培養し、ホルマリン処理して菌を不活性化したものを注射法ワク

チンとした。このワクチン液をシリンジでコイに摂取し、3週間後に採血した。コイの血

清中にEdwardsiella tardaに対する抗体があることを、Edwardsiella tardaに対するコイ

血清のドットブロッティングで確認した。 

 次に浸漬法ナノワクチン開発のため、培養Edwardsiella tardaから、外膜タンパク質を

精製した。この外膜タンパク質をナノチューブと混合し、凍結乾燥法によりナノチューブ

内に外膜タンパク質を導入し、浸漬法ナノワクチンとした。コイの飼育水に浸漬法ナノワ

クチンを加えコイを10分間浸漬した。3週間後にコイから採血し、外膜タンパク質の抗体

ができていることをEdwardsiella tardaの外膜タンパク質に対するウェスタンブロッティ

ングにより確認した。これらの研究成果をTransaction on Gigakuで発表した。 

次に、カンパチ、アジ、スズキなどに感染してビブリオ病を引き起こすViblio harvei

のワクチン開発とアユ、サケ、ウナギ、ブリ、マダイなどに感染し、ビブリオ病を引き起

こすListonella anfuillarumに対するワクチン開発をした。 

これらの最適なナノワクチンの調製条件の探索を行った。まず、外膜タンパク質を吸着

させるナノチューブの最適化を行った。Halloysite G（Sigma-Aldrich）を修飾しない場

合は、タンパク質の吸着がほとんどされないが、キトサンで修飾することで、タンパク質

を吸着するようになる。次に各微生物由来の外膜タンパク質について、キトサン修飾した

Halloysite G（ナノチューブ）の単位量当たりの外膜タンパク質の吸着量を評価した。ナ

ノチューブ25㎎と微生物由来の外膜タンパク質溶液を混合し、凍結乾燥後に蒸留水を添加

して懸濁した後、遠心分離により、上清とナノワクチンに分離した時の、上清に残存する

タンパク質量から、ナノチューブに吸着されたタンパク質量を見積もった。その結果ナノ

チューブと過剰量の外膜タンパク質を混合することにより、ナノチューブ1㎎あたり、V. 

harveiの外膜たんぱく質は18μg、L. anguillarumの外膜たんぱく質は10μg吸着すること

を確認した。これを浸漬法ワクチンとしてコイに接種した。接種後から3週間後にナノワ

クチンを追加摂取してその1週間後に採取した血清中の抗体の生産とタンパク質への結合

性を、それぞれの菌のタンパク質に対するウェスタンブロットで確認したところ、V. 

harveiのナノワクチン接種のコイの血清、L. anguillarumのナノワクチンの接種のコイの

血清のいずれでも、タンパク質に結合する抗体を確認した。このことは、V. harveiとL. 

anguillarumのナノワクチンでそれぞれの菌に対する抗体がコイの血清中に作られること

を示している。 
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 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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2019年
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

The 12th International collaboration Symposium on Information, Production and Systems (ISIPS2018)（招待講演）（国際学会）

第41回日本分子生物学会年会

平成30年度日本生体エネルギー研究会

第21回化学工学会学生発表会（東京大会）

三留 規誉、高嶋 ひかる、太田 澄恵、重藤 優斗

三留規誉、太田澄恵、高嶋ひかる、重藤優斗

太田 澄恵・ 高嶋 ひかる・重藤 優斗・ 三留 規誉

三留規誉、堀永幸作、若林十雲、新留愛理、藤田 和孝、植木 紀子、若林 憲一、島袋 勝弥

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

融合ヘテロ10量体タンパク質を利用したFoF1-ATP合成酵素のH+輸送機構の解析

10量体cリングへのヘテロ変異導入によるFoF1-ATP合成酵素のプロトン輸送機構の解析

C10リングにcE56D変異をヘテロに導入したFoF1-ATP合成酵素のプロトン輸送機構の解析

Direct measurement of swimming power of Volvox using Scanning Probe Microscopy
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化学工学会中国四国支部大会
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

山下真泉、スンエンカーン、三留規誉
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三留 規誉、堀永 晃作、新留 愛理、伊藤 瑞希、若林 憲一、植木 紀子、藤田 和孝、島袋 勝弥

"三留 規誉、堀永晃作、新留愛理、伊藤瑞希、若林 十雲、植木 紀子、若林 憲一、藤田 和孝、島袋 勝弥 "

藤田北斗、中村佳紀、鈴木俊治、三留規誉

2019年度日本農芸化学会年会

日本生体エネルギー研究会
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 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

海洋性ビブリオの外膜タンパク質を用いた魚類ビブリオ病のナノワクチンの開発

バイオメカニカルモーターの開発に向けた走査型プローブ顕微鏡によるボルボックスの推進力の解析

バイオメカニカルモーターの開発に向けたボルボックスの推進力の解析

FoF1-ATPaseの回転制御機構の解明に向けたα3β3γε複合体の高純度精製と結晶化
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 １．発表者名
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化学工学会中国四国支部大会

化学工学会中国四国支部大会

高嶋ひかる、重藤優斗、三留規誉

伊藤瑞希、中川拓朗、新留愛理、島袋 勝弥、植木 紀子、若林 憲一、藤田 和孝、三留規誉

高嶋ひかる、重藤優斗、三留規誉

篠原悠、濱田凪朝、山下真泉、恵良徳久、三留規誉

化学工学会学生発表会（東広島大会）

化学工学会学生発表会（東広島大会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

FoF1ATP合成酵素の隣り合う2つのFo-cサブユニットの協同性の解析

ボルボックスの遊泳速度測定から導かれるサイズと推進力の関係について

FoF1ATP合成酵素ののFo-cサブユニットの協同性の解析

細菌性魚病に対する注射法ワクチンの作製
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化学工学会学生発表会（東広島大会）

化学工学会学生発表会（東広島大会）

化学工学会学生発表会（東広島大会）

藤原夢、中村成芳、三留規誉

新留愛理、堀永晃作、伊藤瑞希、島袋 勝弥、植木 紀子、若林 憲一、藤田 和孝、三留規誉

中村佳紀、藤田北斗、鈴木俊治、三留規誉
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ATP合成酵素の阻害εサブユニットの精製と解析

走査型プローブ顕微鏡を用いた新しいボルボックスの推進力の測定法の開発

FoF1-ATPaseの高純度精製とεサブユニットの役割の解析

新規ナノ材料を利用した細菌性魚病に対するナノワクチンの開発
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〔その他〕
論文が国際学術誌「eLife」に掲載されました 
https://www.tokoha-u.ac.jp/teacher-news/220421/
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日本生体エネルギー研究会第49回討論会
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三留規誉、山下真泉、篠原悠、濱田凪朝、スンエンカーン

三留規誉、久保進太郎、太田澄恵、高嶋ひかる、重藤優斗、新稲亮、高田彰二

三留規誉、久保進太郎、太田澄恵、高嶋ひかる、重藤優斗、新稲亮、高田彰二

日本農芸化学会

第95回日本生化学会大会
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 １．発表者名

浸漬ワクチンの開発に向けた魚病細菌の外膜タンパク質の精製とその抗原性の評価

FoF1-ATP合成酵素の回転と共役したプロトン輸送の協働性

FoF1-ATP合成酵素のプロトン輸送におけるcサブユニット間の協働性

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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